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@ Verfahren zur simultanen Bestimmung von HIV-Antigenen und HIV-Antikorpern 

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Diagnose einer 
HIV-lnfektion mittels eines immunoassays durch den spe- 
zifischen Nachweis von p24-Antigen von HIV1, HIV1-Su- 
bO und/oder p26-Antigen von HIV2, mindestens einem 
Antikorper gegen den env-8ereich von HIV1, HIVI-SubO 
und/oder von HIV2 und mindestens einem Antikorper ge- 
gen den pol- und/oder gag-Bereich aus HIV1, HIV1-SubO 
und/oder HIV2, zum Diagnoseverfahren geeignete Rea- 
genzienkits und Teststreifen, sowie monoklonale Antikor- 
per gegen p24 und deren Verwendung. 
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Beschreibung 

Die Hrlindung hctritVl cin Verfahren /ur Diagnose cincr IHV-Infeklion miucls cincs Immunoassays durch den spe/.ili- 
schen Nachvveis von ITIV-Antigcnen und IHV-Aniikorpern. 
5 AIDS (acquired immunodelicioney syndrome) isi cine erworbene Immunsclmaehe-Krankheii. die durch <las THV- Vi- 
rus verursachl wird. Bishor sind als lirreger die Slamme IIIVI und IIIV2 hekanni. Beido Slamme almoin sich in Be/ug 
auf Morphologic, /clliropisnius. Wechsclwirkung mil dem CD4-Re/eptor von T-Zcllon. den in viiro cyiopaihischcn lit- 
fekt auf CD4-/e lien, die generelle genomische Slruklur und die Hahigkeii. die Krankheii AIDS aus/uldson (Clavel. 
1987. AIDS 1. 135 140). Allerdings isl der immunologische Verwandtschafisgrad gering. so daB ITIVl-spe/ilisehe An- 

lo likorper in i allgemeinen koine Kreu/.reaklion zu IIIV2 /eigen. No ben den am wo i lesion vcrhreiiclon THV1 Gruppe M 
Suhiypcn isi ntx:h cin woiiorer TllVI-Sublyp.der Sublyp O hekanni (Myers el al. T.os Alamos Daienbank. 1994; Sharp el 
al. AIDS Suppl. 8. S27 S42. 1994). Der Verwandtschafisgrad /wischen ITIVl-SuhO und IIIVI isl wosonilich groBcr als 
/.wisohon IHVI-SubO und TTIV2. Anlikorpor. die gegen IIIVI gerichiel sind. kreu/reagieren allerdings nur /urn Toil mil 
dem enisprechenden Antigen von TTIVl-SubO. Auoh cin grower Toil der IIIVI -SubO spo/.ilisohon Anlikorpor reagien 

15 nichuuil IIIVI Gruppc M Antigonon. 

Der Verlatif der I IIV- Infektion laBi sich in mehrerc diagnoslisch rclevante Phasen einieilen. In dor l : ruhphaso dor fn- 
fcklion konnen bcreiis I II V- Antigone, jodoch noch koine ITIV-Aniikdrpor nuohgowioson worden. In der Phase derSero- 
kon version konnen niV-Antigeno schwach posiiiv odor nogaiiv. d. h. nichl nachwoisbar soin. TIIV-Aniikorper der Klasse 
IgM sind in dicsor Phase nachwoisbar. IIIV- Anlikorpor dor Klasse fgG dagegen nichl oder nur schwach posiiiv. In dor 

lo folgenden. sympiomlosen Phase sind hauplsachlich III V- Anlikorpor vom Typ IgG nachwoisbar. wahrend TI[V-Aniigen 
in der Regel nichl aufiriti. Das gloiche gill fur den Ion schroi tendon Krankhoiisvorlauf in dor klinischon Phase. 

In der Spiiiphase der Hrkrankung schlieBlich konnen THV- Anlikorpor schwach posiiiv odor nogaiiv worden, wahrend 
die TTIV-Anligeno oniwedor nogaiiv bloibon oder aufgrund tier '/unahme der Viruslasl. wonn das Immunsysiem des Pa- 
lienlon /usammenbriehl, wieder posiiiv nachgowiesen worden konnen. Bci diosen verschiedencn Phasen der Hrkran- 

25 kung. deren Verlaufe sich paiienicnabhiingig siark unterscheiden konnen. gibi os somil iniiucr /oiipunkio. an donen oni- 
weder Aniigen- txler Aniikorper-Nachweiso falsch nogaiive Worte orgobon konnen. 

/.ur Detokiion von Infekiionon mil THV1, IIIV2 otlor ITIVl-SuhO worden hiiulig Ant ikorper- Tests (IgG und IgM) im 
Bruckcniesi-l ormat. das boispiolswoise in dor HP- A-0 280 211 beschrioben isi, durchgefiihri. Als Aniigone worden hier- 
fur im allgemeinen die Aniigone des sogonannton Hnvelopo-Boreiches (onv). das sind gpl60. gpl2(). gp41 ftir 

M) TTIVl/THVl-SubO und gp!4(). gpl 10. gp36 lur THV2. /.usamnien mil dem Aniigen p24 (TTIV1 ), aus dom dor Viruskorn 
aufgobaul isl. b/.w. p26 (TIIV2) eingosei/.i. Die Aniigone p24 b/.w. p26 wenlon vom sogenannien gag-Beroich kodicrt. 
Dioso lesls ergeben dann oin positives Signal, wenn in der Probe Antikoq^er gegen die go nan n ion Antigone vorhanden 
sind. In dor 1-Viih- und Spiiiphase dor Hrkrankung. wenn froies p24 b/.w. p26- Aniigen vorhanden isl, kouuut es hiiulig vor, 
daB koine Anlikorpor nachwoisbar sind, da oniwedor das Immunsysiem des Patienien noch nichl geniigend AniikoqxT 

35 gobildol hai oder so orschopfi ist. daB nichl mehr ausroichend Anlikorpor gebildol worden. uni dioso deleklieren zu kon- 
nen. 

Antigon-Tosis /urn Nachweis von p24-Anligon worden im allgemeinen getrenni von Aniikorper-Tesis durchgofuhrt. 
Nur in dor 1'riihphase der Infektion und in dor Hndphase von AIDS isl dor Anligen-Tiler boim Palionion erhohl. so daB 
nur in diosen Phasen p24 sichor nachwoisbar isl. 

40 Nachieil dor bishor bekannion Tosis isl, daB keiner der Tests lur sich gonommon don gesamten diagnoslisch relcvanien 
'/oil rain n der ITIV-rnfeklion abdeckl. 

Mil ITilfe von Kombiiesls konnen Aniigone oinos besiinuuien Hrregors und Anlikorpor gegen denselben lirreger 
gloich/oilig nachgowiesen worden. Hin solches Verfahren /ur simullanen Bostimmung von Anligenon und Aniikorpern 
wird in dor DH 42 36 189 A 1 olTonban. Hin Hosungsansai/. /.ur luekcnlosen diagnoslisohon Hrfassung aller Phasen einer 

45 IIFV-rnfeklion wird jodoch nichl bosehrioben. 

In dor WO 93/21346 wird oin Kombiiesl /.ur simullanen Doiokiion von IIIVI p24-Aniigen. TFIVl gp4 1 -Aniikorpern 
und TIIV2 gp3 6- Aniikorpern (in beiden l allon Anlikorpor gegen Proieino des env-Gens) minels oinos hoierogonen Im- 
munoassays beschrioben. Mil diesomTosi worden jodoch HIV-positive Proben. die kein p24 oder koine Anlikorpor gegen 
die onv-Protoine enthahen. nichl als posiiiv orfaBt. Nur mil gp41 konnen nichl alio Amikoqx:rposiiiven IIIVI -Proben er- 

50 kannt wortlen. da Proben weil verbreitol sind. die dadurch charakiorision sind. daB sic im Wcsiorn-Bloi nur oin unvoll- 
slandiges Bandenmusler aufweison und koine 1 arbung tier gp4l-Bande /eigen. 

Ilashida oi al (1996. J. Clin. I.ab. Anal. 10. 213 219) boschreibon einon diagnoslisohon Tesi lur den Nachweis von 
ITIVl-Infekiionen. Bei diosem Tosl worden gleieh/ciiig p24-Aniigen. IgG-Aniikorper gegen pi 7 (aus dem gag-Beroich) 
und [gG-Aniikorper gegen Reverse Transkriplaso (RT). die vom pol-Cien kodicrt wird. nachgowiesen. Mil dieserTest- 

55 fuhrung isi allerdings nur dor Nachweis von IllVl-Infektionen moglich. AuBordem worden Sorokonvorsionsseron. die 
nur schwach alline IgM- Anlikorpor gegen die beiden obon vorwendoien Aniigone enihalten. nichl crfaBi. AuBordem wer- 
don Serokonversionsseren. die Anlikorpor gegen die onv-Proioino onlhallen. nichl orfaBl. Nach dem Abfall des IIIV-An- 
ligen-'lliors in dor Hriihphase der Infektion irelon oil nur IgM- Anlikorpor gegen das onv-Proiein gp41 auf. In diosem Fall 
/.eigi dor lost von llashidael al. oin falsch negatives Hrgebnis. 

fin Ms cxisiicn im Siand tier Tcchnik bishor kein diagnostischos Tesisyslem. mit <lom die simuliano Doieklion von IIIVI. 
IHVI-SubO und IIIV2 luekonlos lur alio Infeklionssladien /uvorlassig moglich ist. 

Aufgaho war os daher. oinen vorbossorlen Ibsl auf TIIV-I nfektionon /.u enl wickotn. der os crmoglichl. als oin/elner lbst 
alio diagnoslisch orfaBbaron I*liason tier I II V- Infektion richlig, /uvorlassig untl luekonlos nach/.uweisen. Dor Tesi sollie 
die gloich/oiiigo Boslimmung von IIIVI. IHVI-SubO untl IIIV2 ennoglichon. 

fi5 Die Aufgabo wird golosi ilurch tlas orlintlungsgoiuaBo Verfahren /ur Diagnt>se einer T II V- Infektion miliels oinos Im- 
munoassays durch ilen spe/.ilisehen Nachweis von p24-Aniigen vt>n IIIVI. IIIVI -SuhO untl/txlor p26-Aniigen vt>n 
I.IIV2. mintlosiens oinem Anlikorpor gegen den env-Boroich von IIIVI. IIIVI -SuhO uml/oder IIIV2 untl mindosiens oi- 
nem Aniikor|x*r gogon don pol- undAxlcr gag-lioroich aus IIIVI. IHVI-SubO uml/otlor IHV2. Mil Ililfe ties erlindungs- 
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gemaBen Vcrfahrens isl cs moglicfflWreits bcim Auftrelen von nur cincm ilcrobcn a^gtuhrtcn Analyten die ITIV-In- 
fekiion sichcr nachzuweisen. 

f Jberrasc hemic rwci so hai sich gezcigt. daB durch den Nachwcis von Aniikorpcrn gegen cin Gcnprodukl inshesondcre 
dcs pol-Boreichs von TTTV in Kombinaiion mil dom Nachwcis von p24-Antigcn von TTIVI. TTIVI -SubO uml/oder p26- 
Antigen von ITIV2 und dcm Nachwcis von mindcsicns cincm Anlikorper gegen den TIIV-cnv-Bcreich die bisher zu be- s 
k I agendo diagnosiischc T.tickc gcschlosscn wen ten kann. Uherrasohenderweise hat sich cin Verfahren /.ur Dclckiion oi- 
ncr ITIV-tnfcktion als besonders gccignet crwicscn, in dent Anlikorper gegen die Reverse 'LVunskripiasc <RT) von TTtV 
nachgewiesen werden, in Kombinaiion mil dcm Nachwcis von p24-Aniigen von TTIVI, TTIVI -SubO und/odcr p2(i-Anii- 
gen von TTIV2 und item Nachwcis von mindcsicns cincm Anlikorper gegen den ITTV-cnv-Bereich. 

Dor Nachwcis der ITIV-Infekiion <turch den ertindungsgematien Kombiicst minds Bestimmung der cin/elncn genann- in 
ten Parameter crt'oigt simultan. Die Be/.eiehnung "Kombiicst" hedcuiel. daB gleich/eitig TTTV-Aniigenc und Anlikorper. 
die gegen TTTV-Antigenc gerichtci sind, nachgewiesen werden konnen. Mil TTilfe dieses Testes konnen allc TTIV-Infckii- 
onsstadien sichcr erfaBl werden. Durch die crlindungsgcmaBe Auswuht von Test-Antigenen b/.w.- Aniikorpcrn und don 
dazugohorigen spc/.ilisch bindenden Rezcpioren isl es moglieh, das crlindungsgcmaBe Verfahren durchzufiihren. /.udem 
ist der Nachwcis von TTTV1. TTIVI -SubO und TTTV2 mil cincm cin/igen "test moglieh. Dariiherhinaus ist durch gecignetc is 
Wahl von Rezcpioren cine breile lirkennung von TTIVI -Suhlypcn tier TTIVI -Gruppe M moglieh. Dor 'lost bcruhl bevor- 
zugl uul'dom Prin/.ipdes heterogenen Immunoassays. Jcdoch sind auch homogene Teslfuhrungen wie bcispiclsweise lur- 
bidimetrische 'tests, bei denen koine Trcnnung von tester un<t lliissiger Phase crt'oigt, denkbar. 

lirlindungsgemaB werden im Nachweisvcrfahren als Ro/opioron Rl und R2 solchc eingeset/.t. die <tas zu boslimmondo 
TTIVI -p24- und/odor TTtV2-p26-Aniigen spo/.ilisch binden. Als Rezcpioren R3 und R4 vvcrden cin odor mchrcre Ami- 20 
gene aus dcm env-Bereich von TTIVI, TTIV2 odor TITVl-SubO vcrwendel t gpl 60. gpl2(). gp41 fur TTIVl/TTTVl-SubO 
und gp!40. gpl t(). gp36 fur ITIV2). Bevor/.ugi werden als Re/.cpiorcn R3 und R4 gp4t und/odcr gp36 enter T Vagmenic 
davon vcrwendel. Als Rozcpiorcn R.S und R6 werden cin oder mchrcre Aniigene aus dcm pol- odor gag-Bereich von 
TTIVI. TTIV2. odor TTIVI -SubO vcrwendel, wobei dies nichl lipiiope oder Sequen/.cn von p24 oder p26 sein dtirfen. die 
mil den Re/.eptoren Rt oder R2 reagieren konnen. Bevorzugl werden ats R5 unit R6 Antigene aus dcm pol-Bereich von 25 
TTIVI. TTTV2, oder TTIVI -SubO eingesetzi. Besonders bevor/.ugt wird als Rczeplor R5 und R6 die Reverse Transkriptasc 
iRT) vcrwendel. 

Durch <tie crlindungsgcmaBe Kombinaiion von Rezcpioren isl cs moglieh. allc Stadien der ITTV-Tnfeklion sichcr zu dc- 
tcklieren. lis werden dadurch sowohl TTTV-spo/.itischo Analyten nachgewiesen, die nur in iter Friih- oder Split phase iter 
Tnfokiion vorhanden sind (z. B. p24-bzw. p26-Aniigen), als auch Analyten. die in der asymptomaiischen Phase auftau- _m 
chen unit i'tber cinon langcron '/eiiraum deiekiicrbar sind, wie bcispiclsweise Anlikorper gegen die env-Genprodukie 
gp 1 60, gpl 20 oder gp41 und Anlikorper gogen die pol-Genproduktc Reverse Transkriptasc Tntcgrase oder Protease oder 
Anlikorper gegen die gag-Gen produkte p 1 7 oder pi 5. 

Durch geeignete Wahl der Rczcptoren konnen, falsch gewiinscht. mil cincm oin/.igon 'test Tnfoklionen mil TTTV1. 
TTIV2 und ITIVl-SubO einschlicBlich aller TTTVl-Subiypcn der Gruppe IvI nachgewiesen werden. 1 ur cine solchc test- *5 
fiihrung konnen als Re/.eptoren Rl und R2 solchc ausgewahll werden. die speziliseh das p24-Antigen von TTIVI binden. 
Rl und R2 werden in dicscm I -all so gcwahll, daB sowohl TTIVI -p24 als auch TTIVI -SubO- p24 erkannt und gcbunden 
wird. Dabci kann cs noiwcndig sein. mchrcre verschicdenc Rc/.epiorcn fur Rl uml R2 zu verwenden. urn allc ITIV1 
Gruppe M Subtypen und den TTIVI Subiyp () zu doickiicrcn. '/usai/.lich wordon bcim glcichzciligcn Nachwcis von 
TIT V I, TTTV2 und ITTVl-SubO cniwedcr entsprechendc kreuzreagierende otter vvciiere Rozcpiorcn Rl und R2 cingcsclzl. 40 
die speziliseh auch das p26-Anligcn von TTIV2 erkenncn. Die Anzahl der insgesami zu verwendenden Re/.eptoren Rl 
und R2 isl abhangig von der Kreuzreakti vital b/.w. TTomologie der gewahllen lipiiope. Durch gunsiigo Auswahl isl os 
moglieh, die Anzahl der verwendeten Rozcpiorcn zu redu/iercn. Als Rozcpiorcn R3 und R4 konnen solchc cingcsclzl 
werden. die Anlikorper gegen env-Genprodukie von TTTV1 und TTTV 1 -SubO speziliseh binden. Besonders gecignet ist 
hierbei das gp4l-Aniigen (ITTVI b/.w. ITTVl-SubO) oder l-Yagmcnlc b/.w. lipiiope hiervon. Als weiierc Rozcpiorcn R3 4S 
und R4 werden solchc Rczcptoren cingcsclzl. die Anlikorper gegen cnv-G on produkte von TIT V2 speziliseh erkenncn. Als 
besonders geeignci crweisi sich hierbei das gp36-Antigcn oder Fragmentc bzw. lipiiope hiervon. Als Rezcpioren R5 und 
R6 konnen solchc Rozopioren ausgewahll wordon. die Anlikorper gegen gag- oder pol-Gcnprodukic von TTTV I und 
TTIVl-SubO speziliseh erkenncn mil Ausnahme der lipiiope von p24. die mil den Rezcpioren Rl oder R2 reagieren 
konnen. Xusaizlich konnen fiir die TTIV2-lirkennung weitcre Rczcptoren R5 und R6 vcrwendel werden. die Anlikorper 5o 
gegen gag- oder pol-Gcnprodukic von TTTV2 speziliseh binden. Bevorzugl fiir alio Rozopioren R5 und R6 sind solchc. die 
Anlikorper gegen die pol-Gcnprcxtukic von TTIVI und TTTV 1 -SubO bzw. von IIIV2 erkenncn. Von den Ro/opioron R5 
unit R6 gogen die droi moglichcn pol -Gen produkte Reverse Transkriptasc Tn log rase und Protease wordon besonders be- 
vorzugl solche Rozopioren vcrwendel. die Anlikorper gegen die Reverse Transkriptasc orkonnon. 

Gegonstand dor Tirlindung isl auch das oben beschriebene Verfahren zum Nachwcis ciner TIT V- Tnfokiion, wobei cite 55 
Rezcpioren Rl unit R2 jeweils als einzelno Rozopioren otter in Form von Gemisehen vorschici loner Rozopioren eingc- 
seizi werden. Bei Verwondung von Gomisehon erkenncn die Rezcpioren bevorzugl uniersohicdlichc lipiiope dcs p24 
bzw. p26. 

lX*r liinsalz <\cr Rezcptorgemischc tlieni dazu. <lie lirkennung verschiedener ITIV-Sublypen im l'alle dcs p24 Anti- 
gens die lirkennung von TTIVI Gruppe M Subiypen und ITTVl-SubO mil cincr einzigen Icsizusammenseizung zu go- r»o 
wahrleisicn. 

lirlindungsgemaB konnen mil dcm Nachweisvcrfahren auch Tnfektionen mil dcm TITV1 -Subiyp O dcickiiert werden. 

AuBerdcm konnen mil dcm Nachweisvcrfahren crlindungsgemaB auch Tnfoklionen mil den ITTVl-Subtypen dor 
Gruppe M nachgewiesen werden. 

MrlinilungsgemaB konnen ilaher auch ilic Rczcptoren R3. R4. R5 und R6 jeweils in Form von Gemisehen vcrschiedc- r»s 
nor Rezcpioren eingesetzi werden. urn zu gcwahrleisien. ilaB TTTV1-. ITTVl-SubO- und lTTV2-posiiive Probcn in cincm 
I esiansatz sichcr erkannt werden. lis muB jcitoch auch immer gewahrleistet sein. tlaB sich ilie verse hiei tenon Rozopioren 
gegensoitig nichl wesenilich in ihrcr Bindung urn das nachzuweisemlc Aniigen bzw. den nachzuwciscndcn Anlikorper 
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iSB^ioren R3 und R4 sole he cingeseizi. die jcweils^^^lc 



hehindern. Bevor/ugt wcrtlcn als RH^ioren R3 und R4 solchc cingesei/i. die jcweils t^^leichen Hpitope prascniieren. 
Dai lurch wird gewahrleisiei. daB die aniigenbindenden "lei Ic des nach/uweisenden Antikorpcrs ilic hciitcn Rezcpioren 
R3 und R4 verbrucki. Jc nach Anfordcrung konncn abcr auch Rombinaiioncn vcrschicilcncr lipiiope vcrwcndcl werden. 
Beispiclsweise konntc als R3 rekombinanies gp4t unil als R4 Peptide, die vom gp41 ahgeleilei sind. oder Polyhapiene 
5 vvie sic in dcr WO 90/03652 heschriehen sind cingeseizi werden. Das gleiche gill fur die Rezcpioren R5 und R6. Je 
nach Anfordcrung konncn Rombinaiionen verschiedener lipiiope vcrwcndcl werden. Jcdoch werden auch hier bcvorzugi 
solchc Rc/cplorcn cingeseizi. die die gleichen lipiiope darstellen. 

Das crlindungsgcmaBe Vcrfahrcn wird im allgemeincn als Nattiest durchgefiihrt. No ben den sogenannien NaBiesien. 
bei denen die Tcsircagen/ien in llussiger Phase vorlicgcn. konncn auch allc giingigen Troc kentesl Ion nale, die /um Nuch- 

io wcis von Proicincn b/w. Aniikorpern gecignel sind, vcrwcndcl werden. Bei dicscn Trockcnicsis oder Teslstreifcn, wie sic 
bcispiclswci.se in dcr HP-A-0 186 799 beschrieben sind, sind samtliche Tesikomponenten auf cincm Trager aufgebraehi. 

Beim crlindungsgemiiBen Vcrfahrcn. das bevor/.ugi als hcierogcner Immunoassay durehgefuhrt wird. erlolgl dcr 
Nach wcis dcr Anligcnc durch die Re/epioren Rl und R2 nach dem Sandwich-Prin/.ip. Das nach/.uweisende Antigen 
(liier: p24 b/w. p26) wird von Rl und R2 in Form cines Sandwiches von y.wei Scitcn gcbunden. Die Bindung dcr Anli- 

15 korper durch die Rezcpioren R3. R4, R5 und R6 erlolgl nach dem Prin/.ip des Briickenicsis. Dcr /.u dclcklicrcndc Anii- 
korpcr verbriickt die Re/epioren R3 und R4 mileinander. Das gleiche gill fiir die Re/epioren R5 und R6. Bciitc Tcsifuh- 
rungen. <ler Sandwich- und dcr Briickcnicsi, sind glcich/eiiig im gleichen Ansatzdurchfuhrbar, ohnc daB die beiden Prin- 
zipien sich gegenseiiig sidren. lis isi duller auch moglich. allc Rc/cplorcn mil dcr Probe zusammen zu inkubicrcn un<ldas 
Vcrfahrcn in wenigen Stufen durcli/ufiihrcn. I.ediglieh vor dcr Nachweisreakiion isl ein Wasch- Sell rill /.ur Abirennung 

20 dcr ungebundenen Re /.e pi ore n und Probenbcslandicile von Vbrteil. abcr nichi unbeiiingi noiwendig. Die Re/epiorcn Rl. 
R3 und R5.die mil dcr Fesiphase bindetahig sind. konncn in fliissiger Phase oder bcreiis an die Fesiphase gcbunden vor- 
liegen. Bevor/.ugi werden allc Rc/cplorcn Rl bis R6 zusammen inkubiert. Dabci kann die Fesiphase. an die Rl. R3 und 
R5 binden konncn. bcreiis anwesend scin oder ersi spiilcr zugegeben werden oder per DilVusion oder Transfer ersl spater 
erreichl werden. 

25 Bei dcr Inkubation bildel sich dcr Sandwich zwischen I'csiphasc * Rl • p24(p26) * R2. die Briickc zwischen Fcsipha- 
se * R3 * ITIV-Anii-cnv-Amikorper • R4 und die Briickc zwischen I'csiphasc • R5 • I HV-Anii-gag/pol Aniikorpcr * R6 
aus. Anschlicttcnd wird im Falle des heierogenen Immunoassays die fesie von dcr (lussigen Phase gcirenni. gegebencn- 
falls die feste Phase gewaschen und ilic Markierung von R2. R4 und R6 besiimml. Die Markierung wird zumeisi an tier 
fesien Phase gemcssen. sic kann jcdoch auch in dcr llussigen Phase besiimml werden. 

Mi T.iegen einer oder mehrcrc dcr Rc/cptorcn Rl, R3 und R5 bcreiis in fesiphasengebundener Form vor. so wcr<len ilic 
Probe und die enisprechcndcn Rc/cplorcn. d. h. R2, R4 und R6 zu den fesiphasengcbundcnen Rezcpioren R 1. R3 und R5 
dazugegeben und zusammen inkubiert. lis isl abcr auch moglich, die Probe zuersl mil den Rc/cplorcn Rl, R3 und R5 in 
An- oder Ahwesenhcil dcr Fesiphase /usammcn/ubringen und crsi in einem nuchlblgcnden Schriu die Rc/cplorcn R2. 
R4 und R6 zuzugeben. 

*5 liben falls ein Gegen si and der lir limiting isl ein Vcrfahrcn /.urn Nach wcis von Aniikdrpcrn gegen TTIV miticls cines Im- 
munoassays. das dadurch gckenn/cichnci isl, daB ilic Rezcpioren R3. R4. R5 und R6 cingesel/i werden. Die Rezcpioren 
Rl und R2 kommcn bei diesem rcinen Aniikorpernachwcis nichl /um liinsalz. Als Re/epioren R3 und R4 werden wie im 
zuvor beschricbenen Kombiicsi ein oder mehrcrc Anligcnc aus dem env-Bereieh von ITIV1 . TIIV2 oder inVl-SubO vcr- 
wcndcl (gpl6<). gp!20, gp4l fur inVl/THVl-SubO und gpl40, gpl 10. gp36 lur ITIV2K Bcvor/ugi werden als Rezepio- 

40 ren R3 und R4 gp4l und/oder gp36 oder Fragmenie davon vcrwcndcl. Als Re/epioren R5 und R6 werden wie im zuvor 
beschricbenen Kombiicsi ein oiler mehrcrc Anligcnc aus dem pol- oder gag-Bereich von TUVl. TTIV2, <xler TTTVl-SubO 
vcrwcndcl. Bcvorzugi werden als R5 und R6 Anligcnc aus dem pol-Bereich von IIIVl. TTIV2. ixler INVl-SuhO einge- 
sclzl. Besondcrs bcvorzugi wird als Rc/epior R5 und R6 ilic Reverse Transkripiase (RT) vcrwcndcl. 

Die Durehfuhrung ilcs Aniikorjx*rnachwcises. die Teslformaie sowic ilic Migcnschaficn dcr verwcndcien Rezcpioren 

45 sind analog zum Kombiicsi. so daB sic hier nichl gesondert aufgctiihri werden. Die im folgcndcn gcmachlcn Ausluhrun- 
gen zu den Rezcpioren Rl und R2 gellcn liir den weilcr oben beschrichcncn kombinierien Nachwcis (Kombiicsi) von 
WV-Aniikorpern und TIlV-Aniigenen. Die Ausfuhrungcn Itir ilic Re/epioren R3. R4, R5 und R6 gellcn sowohl fur den 
Kombiicsi als auch fur das Vcrfahrcn /um Nachwcis von I RV- Aniikorpern. 

Wesenilichcr Beslandleil von Rc/epior Rl isl ein Ami korper. der spe/iliseh das p24- Antigen von TUVl und gegebe- 

50 ncnfalls von TTfVl-SubO oder das p26-Aniigen von TIIV2 bindei. Ms konncn AniikorfXT allcr Subklasscn, die mil dem 
p24 oder dem p26 sjxv.ilisch bindclahig sind, vcrwcndcl werden. Stall der vollsiandigcn Aniikorpcr konncn selbslver- 
slanillich auch deren I 'ragmcnle, wie 1'ab-. l : ab'-<xlcr l *<ab')>-l 'ragmen te. vcrwcndcl werden. Die Aniikoqxrr konncn po- 
lyclonal scin, sofcrn sic keine Krcu/rcakiiviiai /u iibrigen Tesibesiandieiien zeigen. Da an die Spe/ifiiai dcr Anii-p24- 
bzw. A nii-p26- Aniikorpcr bcziiglich dcr TTIV-Subiyjvnerkennung hohe Anforderungcn zu sicllcn sind. wer<len jedevh 

55 bevor/ugl monoklonale Aniikorpcr eingescl/t. Ciegensland der lirlindung sind daher auch monoklonalc Aniikoqx;r ge- 
gen das p24-Aniigen. Die liigenschafien ilieser Aniikorpcr werden in eincm spaicren Abschniii nlihcr erlaulcn. 

Rl kann cniweder dircki an die I 'csiphasc gcbunden scin, oder die Bindung an die Fcsi phase erlolgl indircki uber ein 
spezilischcs Bindungssysicm. Dieilirekic Bindung von Rl an die I'csiphasc erlolgl nach dent 1'achmann bekannlcn Mc- 
iluxlen. Wird ilic Bindung indircki ubcr ein spezilischcs Bindungssysicm durchgefuhn. so isl Rl ein Konjugai. das aus 

fin cincm Aniikorpcr gegen p24 bzw. gegen p26 und cincm Reakiionspartncr cines spe/.ilischen Bindungssysicms besiehi. 
Unicr cincm spczilischcn Bimlungssysicm werden hier zwei Partner vcrsiandcn. die spczilisch mileinander reagicren 
konncn. Das Bindungsvcrmogen kann dabci auf eincr immunologischcn Rcakiion oder auf einer andercn spczilischcn 
Rcaklion bcruhen. Bcvorzugi wird als spezilischcs Bindungssysicm cine Kombinai ion von Bioiin und Avidin o<ler Bioiin 
unil Sircplaviilin vcrwcndcl. Weilere bevor/uglc Kombinationcn sind Bioiin und Aniibioiin. Hapten und Anii-Haplcn. 

fi5 l 'c-l ; ragmcni cines Aniikorpcrs und Aniikoqvr gegen ilicscs l : c-Fragmcni cxlcr K<^hlenhydrai und Lectin. Miner der Re- 
akiionspartncr dieses spczilisch hindefahigen Paarcs isl dann Toil des Konjugaics. ilas den Rczcpior Rl hildel. 

lX*r andca* Reakiionspartncr ties spczilischcn Binilungssyslcms fur Rl liegt als Bcschichiung dcr lesten Phase vor. 
Die Bindung des andercn Rcaklion spanners des spczilischcn Bindungssysicms an ein unloslichcs Trageniialcrial kann 
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n^Kunnien Moihcxlen vorvenommen werden. Tficr^Wsi 



nach den iihlichcn. ilcm Fachmann^Kannlen Meihcxlen vorgenommcn werden. Tficn^Wsi sowohl cine kovalcnic als 
audi cine adsorpiivo Bind une goeignoi. Als teste Phase gecignct si mi Reagen/.glaschen odcr Mi krolilcrpl alien aus Poly- 
sivrol ixler ahnlichcn KunsisiotVcn. die an dcr rnnenobcrilache mil cineni Reakiionspanncr des spezilischen Bindungs- 
svstems beschichtet sind. Weilerhin geeigncl und bosondcrs bcvor/.ugl sind leilchcnlormige Subsiun/cn. wie beispiels- 
weise Faiexparlikel, magnciisehe Panikel. Molekularsiebruaicrialien. Glaskorperchen. Kunsisloirschlauche unci derglei- 5 
chen. Audi porose. schiehiformigc Tracer wie Papier konnen als Trailer verwendci werden. Besondcrs bevor/ugl werden 
magnciisehe Kiigelchen (sogenannte Beads) verwendci. die wiedcrum mil deni enispreehenden Bindepartner des oben 
heschricbcncn spezilischen Bindesysicms bcsehichiel sind. Dicsc Mikropartikel konnen dann naeli Ahlauf der Toslreak- 
lion fiir die Durchfiihrung der Nach weisreaki ion beispielsweise dureh 1-ilirai ton. /enirifugaiion odor im Falle der magne- 
lischen Pariikel durch einen Magneion von <ler lliissigen Phase gctrenni werden. io 

IXt Re/epior R2 besiehi aus einem Aniikorper. der spezilisdi das p24-Anligen von TTIV1 urid gegebenenfalls von 
TllVi-SubO odor das p26-Aniigen von TUV2 bindcl. und einer Markierung. lis konnen wie beini Rczeptor Rl Anii- 
korper aller Subklassen, die mil dem p24 odcr dem p26 spe/.ilisch binddahig sind, verwendci werden. Stall der vollslan- 
digen Aniikorper konnen audi hier deren Fragmenie, wie l ab-. Fab'- odor Ftab'h-Fragmente. verwendci werden. Die 
Aniikorper konnen polvklona! odor monoklonal sein. Bovor/.ugl werden wic bci Rl monoklonale Aniikorper eingesel/.l. 15 
Besonders bevor/ugl werden audi bci R2 die in eincm spaieren Abschniti beschriebencn crlindungsgemaBen monoklo- 
nalen Aniikorper gegen das p24-Aniigen verwendci. Fntscheidend isi. daB die in Rl und R2 eingcsci/icn Aniikorper 
mindeslons 2 verschicdene Fpiiopo des p24- b/.w. des p26- Antigens erkenncn. Bcide Re/.epioren Rl und R2 miissen 
gleichzcitig spe/.ilisch an p24 odor p26 binden konnen. urn den Sandwich auszubilden. Die von den Aniikorper- Best and- 
leilcn in Rl und R2 erkannien Fpiiope miissen sich also raumlich voneinander geirennl bclindcn. Das hciBi, daB die von 20 
Rl und R2 crkannten lipiiope /.war iiberlappcn durfen. jodoeh muB gewahrleisiei sein. duB bcide Re/.eptoren gleich/.eiiig 
an das p24 b/.w. p26-lipilop binden konnen. Bodingung isl i miner. daB sich die beiden Re/.epioren in ihrem Bindungs- 
verhallen an p24 b/w. p26 gogensciiig nichl wesenilich bchindern. 

Beim Hinsaiz von Rezepiorgemischen fiir Rl und R2 isi es audi moglich, die gleiehen Re/epioren sowohl fur Rl als 
audi fi.irR2 zu verwendon. Fine besiimmie An/.ahl an R 1 -Re/epioren ware dann mil der Fcsiphase binddahig, die vor- 25 
blcibendcn Rl-Re/epioren waren nichl mil dcr Fcsiphase binddahig und wiirden si all dessen die Markierung iragen. Das 
gleichc gilt dann fur R2. Der Sandwich kann sich dann sowohl in der Orieniierung Fostphase • Rl • p24 ■ R2 als audi in 
dcr Orieniierung Fcsiphase ■ Rl(R2-Fpilop) - p24 * R2(Rl-l*piiop) ausbilden. 

Fin weitcrcr Bcslandleil des Re/epiors R2 isl die Markierung. Bovor/.ugl vvird als Markierung cine direkl naehweis- 
bare Subslan/.. beispielsweise cine chemilumines/.icrcnde, elekirochemilumincs/.icrende. Iluores/icrende odor radioak- M) 
live Substanzodcr cin Motallsol-. Falex- odcrGoldpartikcl eingesel/l. Wciicrhin bovor/.ugl als Markierung sind Hn/.yme 
odcr anderc Molokule wie ITapionc (/.. B. Digoxigenin) o<lcr Fluoreszen/farbsiolYe. beispielsweise Fluorescein. Fine be- 
sonders bevor/.ugie Markierung sind eleklriK'hemilumineszierende Melallchelalc wic sic in dcr WO 96/03651 beschric- 
ben sind. Als Melallchelalc werden bevor/.ugi Ruihcniumkomplcxe eingcscl/.l. die cbcnfalls in der WO 96/03651 otVen- 
bari sind. Die Vcrfahren y.ur Markierung sind dem Fachmann gclaulig und bedurfen hier keiner weiieren Frkliirung. Der .<5 
Nachweis der Markierung crfolgi in an sich bekannier Weise direkl durch Messung dcr chemilumines/.icrondcn. lluorcs- 
/.icrenden odcr radioaklivcn Subslan/. odcr ties Meialisol-. Falex- odor Goldpariikcls odcr durch Messung des durch das 
Fn/.ym umgesel/len Subsirats. 

Dcr Nachweis dcr Markierung kann auch auf indirekie Weise crfolgcn. Dabci bindcl cin wcilercr Rezeptor. der sclbsi 
wicderum mil eincr signaler/.eugendcn Gruppe gekoppell isi. spe/.ilisch an die Markierung von R2, beispielsweise ein 40 
Hapten wie Digoxigenin. Die ITersiellung von hapienmarkicrien und insbesondere digoxigenimnarkicrten Rczcpioren 
wird in der WO 96/03423 beschrieben. 

IXt Nachweis dor signalerzeugenden Gruppe. beispielsweise cine clekirochemilumineszierendo. 11 uoreszicrende oiler 
radioakiive Subslan/. ode rein Fnzym odor Goldpariikel. eriolgi nach dem Fachmann gelauligcn Meihodcn. Als wcilercr 
Rezeptor kann beispielsweise ein Aniikorper odor cin Aniikorperfragmeni cingcsclzt werden. der spe/.ilisch an die Mar- 45 
kierung von R2 bindei. Wirdilieser indirekie Nachweis dor Markierung verwendci. so ist die Markierung von R2 bevor- 
zugl Digoxigenin odor ein anderes TTapien. und der Nachweis crfolgi ubcr cinen Aniikorper. der gegen Digoxigenin odcr 
gegen das Hapten goriehlcl ist und mil Peroxidase odor oinor anderen Markierung wie oben beschrieben markierl isl. 

Bevor/.ugi werden als Beslandlcile dor Rozoploron Rl unit R2 monoklonale Aniikorper odor dorcn Fragmenie einge- 
sei/.t. Gegcnstand dcr vorliegcndon Frlindung sind daher auch monoklonale Aniikcnpcr, die das p24-Anligcn von IN VI .so 
spe/.ilisch mil ausreichend holier Allinilat zur Ausbildung eincs Sandwichs binden. Die monoklonalon Aniikorper kon- 
nen dadureh in alien dem Fachmann gelauligen Tesls zum Nachweis eincs Proteins wic beispielsweise im Sandwich-' lest 
verwendci, werden. 

Die erlindungsgemUBen monoklonalon Aniikorper konnen alien mog lichen rmmunglobulinklassen (US) angchorcn. 
Bcvor/.ugi gehorcn die monoklonalon Aniikorper der FgGI-Klasso an. Die Kopplung von weiieren Komponenten wie 55 
beispielsweise Markierungcn wie Fnzyme <xier Hapiene ixler Bindepanncr. die zur liindung des Aniikorpers an eine 
Feslphase bei helerogenen rmmunoassays bonoiigl werden, kann bovor/.ugl an IgGl- Aniikorper crfolgcn. Auch die ITer- 
siellung von AniikorjXT-Fragmcnlen wie beispielsweise F(ab')>-. F'ab'- ixler I'ab-FVagmcnten isl bei dor [gGl-Klasse un- 
problcmaiisch. 

FirlindungsgemaB werden unter der Bezeichnung "monoklonaler Aniikorper" sowohl dcr vollsiandige Aniikorper als ^*c) 
auch alio bei fmmuntcsts und sonstigen Verwendungen giingigen Fragmenie davon. wie F<ab\l>-, F'ab*- odor Fab-Frag- 
mente. versianden. UmfaBt sind audi solche Aniikorper. die durch Veriinderung dcr monoklonalen Aniikorper hergesiolli 
wurden. solange die Antigenbindeeigensdiafl nichl cnischeidenil beeinlluBl wunlo. Beispielsweise konnen durch gen- 
ledinologische MaBnahmen "feile dor normalerweise in Mauson hergesiellton monoklonalen Anlikoqx-r durch enlspre- 
chende humane Anlikoqx;rsequenzen erset/i werden. urn unsjxrzilische Binilungen im Immunoassay zu minimieren. 65 
Verfahren zur Hersiellung richer chiiuarer monoklonaler Anlikoqx,*r sind dem Fachmann beispielsweise aus Antibody 
lingineoring. J. Mc ( alien y. FI.R. I Kx>genbiXMii und D.J. Ghiswell. "Hie Practical Approach Scries. Series l-diior: B.D. 
Frames. Oxford I Jniversi iv Press. 1996. bekannl. 
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Hnischcidcnd I'iir ilic Hignung tfSi^ffiiikorper sind die Hpiiopc ilcs p24. die von dci^WThkorpern crkanni werden. da 
diese liir ilic Hrkcnnung aller Suhiypcn cnischeidend sind. Fur (lie p24-Hpiiope wurdc die Slruklurinformalion aus (liui 
cl al (Science 1090, Vol 27.}. S. 231-235) y.ugrundegclegi. HrlindungsgemalS sind demnaeh auch anders er/.cugie Anii- 
korpcr, die die gleichen Hpiiopc wic die im folgenden beschrichencn Aniikorpcr odcr y.u dicsen iihcrluppcndc Hpiiopc er- 
kenncn. Die Hpiiopc lasscn sieh hcispiclswcisc durch die Pepsean-Melruxie eharakierisieren. Ini licispiel 4 tier vorlic- 
genden Anmeldung isl die genauc Vorgehenswcise bci tier Hpiiop-Kanierung der criindungsgematfen Aniikorpcr be- 
schrieben. ttcvor/.ugi wird tier Hpitopbereich des p24. an den die crli ndungsge matte n Aniikorpcr binden. ausgewahll aus 
der Gruppe tier folgenden Aniinosuurcscqucn/cn. Diese Scqucn/cn sinci auch ini Scqucn/proiokoll unier SHQ rD NO 1- 
36 annexe ben. 



IS 
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Sequenz 


Peptid 


SEQ ID NO 




DKGNSSQVSQNYP I VQNLQGQMVHQ 


1 


1 




NYP I VQNLQGQMVHQAI S PRTLNAW 


2 


2 


5 


QMVHQ A ISP RTLNAWVK VI EEKAF S 


3 


3 




TLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMFSAL 


4 


4 


10 


EKAFS PEVI PMFS ALS EGATPQDLN 


5 


5 


MFS ALS EGATPQDLNTMLNTVGGHQ 


6 


6 




PQDLNTMLNTVGGHQAAMQMLKETI 


7 


7 


1 5 


VGGHQAAMQMLKET I NE EAAE WDR V 


8 


8 




LKETINEEAAEWDRVHPVHAGP IAP 


9 


9 




EWDRVHPVHAGP I APGQMRE PRGSD 


10 


10 


20 


GPIAPGQMREPRGSDIAGTTSTLQE 


11 


11 




PRGSD IAGTTSTLQEQ IGWMTNNPP 


12 


12 




STLQEQ I GWMTNNP P I PVGE I YKRW 


13 


13 


25 


TNNP P I PVGE I YKRW I I LGLNKIVR 


14 


14 




I YKRW 1 1 LGLNK I VRMYS P VS I LD I 


15 


15 


Mi 


NKIVRMYSPVSILDIRQGPKEPFRD 


16 


16 


S ILD IRQGPKEPFRD YVDRFYKTLR 


17 


17 




EPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVKN 


18 


18 


.*5 


YKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQN 


19 


19 




QEVKNWMTETLLVQNANPDCKTILK 


20 


20 


• 


LLVQNANPDCKTI LKALGPAATLEE 


21 


21 


40 


KT I LKALG ? AATLEEMMTACQG VGG 


22 


22 




ATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLAE 


23 


23 




QGVGG PGH KARVLAEAMS QVTNS AT 


24 


24 


45 


R VLAEAMSQVTNS AT IMMQRGNFRN 


25 


25 




TNSATIMMQRGNFRNQKKTVKCFNC 


26 


26 


50 


GNFRNQKKTVKCFNCGKEGHIAKNC 


27 


27 


KCFNCGKEGHIAKNCRAPRLKGCWK 


28 


28 




IAKNCRAPRLKGCWKCGKEGHQMKD 


29 


29 


55 


KGCWKCGKEGHQMKDCTERQANFLGKI 


30 


30 




QAI S PRTLNAWVKVI 


3A 


31 




ISPRTLNAWVK 


3B 


32 


0*) 


i vi c* tLAnJit w UK. V rt tr V rl 




j J 




E E AAEWD R VHP 


9B 


34 




I RQGPKE PFRDYVDR 


17A 


35 


r»5 


QGPKEPFRDYV 


17B 


36 
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(icgcnstand der lirlindung simf^BW»klonalc Antikorper gegen ITIV1 p24-AntigeriW^die p24-lipitopc gemaB SliQ 
ID NO: 1-36 spcy.ilisch hi mien. 

Woiierhin simt (icgcnstand iter lirlindung monoklonale Aniikorper gegen IIIVI p24-Anligen. die die p24-Iipiiope ge- 
maB SliQ ID NO: 3. 9, 17. 31 oder 34 speziliseh hinden. Diese Scqucnzcn sind in der ohigen Aufsiellung Tell hervorge- 
5 hohen. 

AuBcrdcm sind die Itpitopc des p24 gemaB SliQ ID NO: 3, 9. 17, 31 oder 34 Gegcnsiand der lirlindung. 

Die erlindungsgemaBen monoklonulcn Aniikorper konnen heispielsweise aus den Zellinien MAK<p24>M-6A9/5. 
MAK<p24>M-4Ul/l, MAK<p24>M-6D9/4. MAK<p24>M-21i7/3 oder MAK<p24>M6A9/5 hergesielli werden. Die 
inonoklonalen Aniikorper MAK<p24>M-4B 1/1 (TTintcrlegungsnummer DSM ACC2299), MAK<p24>M-6D9/4 (Ilin- 
lo icrlegungsnummer DSM ACC2300) und MAK<p24>M-21i7/3 (Ilinterlegungsnummer DSM ACC2301). wurden am 
26.02.1997 hei der DSM/ (Deutsche Sammlung von Mikroorganisnien und /ellkuliuren GmhIT, Maseheroder Weg lh. 
D-38124 Braunschweig) hinterlegi. IXt monoklonale Antikorper MAK<p24>M6A9/5 wurde am 11.06.1997 hei der 
DSM/. unier der Ilinterlegungsnummer DSM ACC2310 hinterlegi. 

Mil dem in Beispiel 4 heschriehenen lipitopkarticrungsverfahren wurde fesigesiellt. daB die Aniikorper. die von der 
15 Zellinie MAK<p24>M-6A9/:S produziert werden. kein scqucniiellcs lipitop erkennen. sondcrn an ein Konfonnulionscpi- 
lop ties p24 hinden. 

Mil dem gleichen Vert'ahren wurde festgeslellt. daB die Antikorper. die von der Zellinie MAK<p24>M-21i7/3 (DSM 
ACC2301 ) produziert werden. an das lipitop hinden. das einem Poplid gemaB SMQ ID NO: 9 entsprieht (p24-Slruklur- 
information gemaB Gini el al 1996. Science 273, 231 235). lis konnie auticrdem ge/.eigl werden, daB das eigentliche 

>t> lipitop noeh kleiner ist. Zur spezilischen Bindung des MAK<p24>M-21i7/3 an p24 isl ein nur 11 Aminosauren unilus- 
sendes lipitop gemaB SliQ ID NO: 34 ausreichend. 

Mil dem gleichen Vert'ahren wurde restgestellt. daB die Antikorper. die von der Zellinie MAK<p24>M-6D9/4 (DSM 
ACC2300) produziert werden, an das lipilop hinden. das einem Pcpiid gemaB SliQ ID NO: 3 enlsprichi. AuBcrdcm 
konnie ge/eigt werden. daB das fur die spe/ilische Bindung erforderliche lipilop noeh kleiner isl: Zur spe/.ilischen Bin- 

25 dung des MAK<p24>M-6D94 an p24 isl ein 15 Aminosauren uiufassendes lipilop gemaB SliQ ID NO: 31 ausreichend. 
Mil dem gleichen Verlahren wurde festgeslellt. daB die Antikorper. die von der Zellinie MAK<p24>M-4B 1/1 (DSM 
ACC2299) produziert werden, an das lipitop hinden, das einem Peplid gemaB SliQ \D NO: 17 enlsprichi. 

Die von den Zellinien MAK<p24>M-4Bl/l und MAK<p24>M-6D9/4 produzierten Aniikorper hinden nichi nur die 
/.uvor charakterisienen p24-lipilope von TIIV1. sondcrn auch von TUVl-SuhO. I-urdic gleich/eiiige lirkennung des p24- 

M) Antigens von IITV 1 und IIIV 1 -SubtypO sind daher hesonders die von dicsen Zellinien produzierten Aniikorper geeignet. 
In Beispiel 5 isl die Auslestung der erlindungsgemaBen Antikorper in Be/.ug auf die p24-Suhiypenerkennung dargestellt. 
Von den heiden Antikorpern wird MAK<p24>M-4Bl/l hevor/.ugt auf der I'estphasen-Seitc. d. h. als RezeptorRl eingc- 
set/.t, und MAK<p24>M-6D9/4 wird hevor/.ugt als Ke/epior R2 verwendei. 

Besonders bcvorzugl werden fur cine etVektive gleich/eiiige lirkennung von IIIVI und WVl-SubO die Aniikorper 

as MAK<p24> 4B 1/1 und MAK<p24>6A9 als Rl und MAK<p24>21i7/3 und MAK <p24>6D9/4 als R2 eingesetzl. da so 
die umfassendsle lirkennung verschiedener IIIVI und IIIVI -Suhtyp O Virusisolaie erreichl wird (siehe Beispiel 5). 

Gegcnsiand der lirfindung sind weiterhin Aniikorper. bcvorzugl monoklonale Antikorper, die in aquivalenter Weise an 
p24 hinden. wie die inonoklonalen Antikorper MAK<p24>M-6A9/5 (DSM ACC2310). MAK<p24>M-4Bl/l (DSM 
ACC2299). MAK<p24>M-6D9/4 (DSM ACC23O0) oder MAK<p24>M-21{7/3 (DSM ACC2301 ). Unier "in aquivalcn- 

40 ter Weise hinden" wird verstanden. daB diese Aniikorper mil gleieh holier oder vergleichhar hohcr Aflinitiil an p24 wie 
die hinierlegten inonoklonalen Aniikorper hinden. Dies kann heispielsweise durch entsprechende Versuche am BIAco- 
re® oder auch mil dem 2-Sehriit-Sandwich-liLISA gemaB Beispiel 4 feslgestelll werden. 

Gcgcnsiand der lirlindung sind weiterliin Antikorper. hevor/.ugt monoklonale Aniikorper. die an die gleichen lipilope 
an p24 hinden. wie die hinierlegten Antikorper MAK<p24>M-6A9/5 (DSM ACC23 10). MAK<p24>M-4Bl/l (DSM 

45 ACC2299). MAK<p24>M-6D9/4 (DSM ACC2300) oder MAK<p24>M-21i7/3 (DSM ACC2301 ). Dies kann durch Be- 
stittimung der Kreuzreaklivitat der Antikorper. heispielsweise durch Kompciitionsexpcritnenie itn lil.ISA oder mil dem 
B I Acore®- System festgeslellt werden. Bcvorzugl hesii/en diese Aniikorper ehen falls cine hohe Alliniiat /.u p24. 

I tin weilerer Gegcnsiand der lirlindung isl die Verwcndung mindesiens von einem der in den oheren Ahschnitlen he- 
schriehenen Antikorpern in einem diagnostischen lest /.uiii Nachweis einer ITIV-Infektion. libenfalls Cjegensiand der lir- 

50 limiting ist die Verwcndung tier heschriehenen Aniikorper in dem vveiter ohen erlauterien erlintliingsgemaBcn Komhiiest 
/.urn Nachweis einer IIIV-Tnfekiion. 

Die erlindungsgemaBen inonoklonalen Aniikoqx % r kdnnen in an sich hekannier Weise durch Immunisierung mil iso- 
lienem p24 (aus humanem Cjcwehe isolieri <xler rekomhinant ) in geeigneten Versuchstieren wie heispielsweise Mausc. 
Raiien. Kaninchen und anschlieBendcr I'usion der Mil/.zellen der immunisierten Tiere mil Myelom/ellen hergesielli wer- 

55 den. Nehen Mil/./ellen als I.ymphocyien-Quelle kdnnen auch periphere Blui-Lymphoeyien (PBL) cxler I.ymphknolen- 
Zellen von immunisierien Tieren (hevor/.ugl: Maus oder Raile; verwendei werden. Ansielle von isoliertem p24 konnen 
/.ur Immunisierung auch synihetische. von p24 ahgeleilele Pepliile. die alleine o<ler an Trager gekoppeil verwendei wer- 
den. zur lir/.eugung der gewunschlen Antikorper verwendei werden. 

Alternaliv konnen auch Lvmphocyien von humanen Spemlern. die Antikorper gegen p24 enivvickelt hahen, immorta- 

6t) lisiert werden. Solche A nii-p24- Aniikorper produ/.icrenden I.ympluxylen konnen eniwcder durch I'usion mil einer hu- 
manen Myelom-Zellinie oder durch lipstein-Barr-Virus (HBVj-Transfonnaiion zu Antikorper-produzierenden Ilyhri- 
dom-Zellen imtuortalisien werden (Mi^mx*lonaI Aniihody ami Immunosensor Technology. A.M. Campbell, lilsevier 
Verlag 1991; Monoklonale Antikorper. J.II. Peters. II. Baumgarten. Springer Verlag 1990; Monoclonal Antibody Pro- 
duction Techniques and Applications, ed. I^iwrence B. Schook. Marcel Dekker Verlag 19S7). 

65 Wcsenilicher Bestandieil von Rezepior U3 isl ein Aniigen. das mil den zu hesiimmenden. gegen ein Antigen aus dem 
IIIVI - hzw. IHVl-SubO- iiml/odcr IIIV2-env-Bereich gerichleten Aniikorpern spezilisch bindefahig isl. Das Aniigen ist 
bcvorzugl bimlefahig mil Aniikorpern. die gegen gp41 oder gpl 20 (IIIVI ) hzw. gp36 ixler gpl 10 (IIIV2) gerichiel siml. 
bes<.)nders bcvorzugl bindefahig mil Aniikorpern. die gegen gp41 hzw. gp36 gerichiel sind. Unier dem BegrilV "Aniigen" 
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z^^lffcr spczilischcn Bindunu mil einem ecgen ein re^Fet 



ist cin Molckiil zu vcrsichcn. das /TWUTcr spczilischcn Bindung mil einem gegen cin ir^Ponv-Gcnproduki gcrichieicn 
Aniikoqvr fahig ist. Das Antigen kann dabci dem naturlichem Aniigcn cnisprcchcn. lis kann also aus dem Virus isohert 
oiler rekontbinani hergesteilt wonlcn scin. lis konncn auch synihciisehe otter rckombinani hergestellie Peptide cingescizi 
wcrclcn.ilic in dcr Fage sind. die zu besiimmen<len Anlikorpcr spczilisch zu binden. Das Antigen kann auch dureh andere 
T.igandcn wie beispielsweise I jpidc oder /uckerderivaiisiert worden sein. Auch Aminosaureaustausche (D- und F-Ami- 5 
nosaurcn oiler vcrwandic Molekiilc) ixlcr Deleiionen oder Fnscriioncn von Aminosauren sind moglich. Weilere. fur die 
Tesifiihrung vorteilhafie Modilikaiionen des Aniigcns wie /.. B. durch die in dor WO 96/03652 beschriebene ITcrslellung 
von PoMiapionon. konncn vom Fachmann leichl herausgefunden worden. Finzige Voraussetzung ist. daB die /.u heslim- 
menden Anlikorpcr iroi/. dcr Modilikaiionen i miner n(vh spe/ilisch an das modili/icrtc Antigen binden konncn. Das 
heiBi. die Bindungssicllc fur den cxier die Anlikorpcr muB auf dem Antigen, das Beslandleil von R3 isl, erhallen bleiben. 10 

R3 kann cniwcdcr dirckl an die I -est phase gebunden sein, oxter die Bindung an die 1 ; esi phase erfolgl indircki uber ein 
spc/.ilisches Bindungssysiem. Die direkie und die indirekte Bindung von R3 an die Fcsi phase erfolgl analog zu der fur 
den Rezeptor Rl beschriebenen Weise. 

IXt Rezepior R4 bcslehi aus eincm Antigen, das mil dem zu hesiimmenden, gegen cin Antigen aus dem TTIV1- bzw. 
nrVl-SubO- und/oder ITtV2-env-Bercieh gcrichtcten Anlikorpcr spczilisch bindefahig isl und einor Markierung. Das is 
Antigen isl bcvorzugi bindefahig mil einem Anlikorpcr. dergegen gp41 oxter gpt 20 bzw. gp36 oiler gpl 10 gcriehiei isi. 
besondcrs bcvorzugi bindefahig mil eincm Anlikorpcr. dergegen gp41 bzw. gp36 gcrichtct isl. Die Bcdingungcn fur das 
Antigen sowic die Dcliniiion des BegrilVcs sind idoniisch mil den fiir den Rezeptor R3 genannten Bcdingungcn. Bcvor- 
zugi worden als "Aniigen-Komponenten" dor Rczcpiorcn R3 und R4 die gleiehen Aniigcne cingescizi. lis ist aber audi 
moglich. verschiedene Aniigcne cinzusci/.en. lis muB jedoch sichcrgcslelii scin. daB bcide Aniigcn-Komponcnicn aus R3 20 
und R4 mil dem gleiehen zu bestimmenden Anlikorpcr bindefahig sind. Voraussetzung isl immcr. daB dcr zu besiim- 
mende Anlikorpcr die beklen Rczcpiorcn R3 und R4 vcrbrlickt. 

liin weiierer Bcsiandicil von Rezepior R4 isi die Markierung. Die Voraussclzungcn fur die Markierung in R4 sind die 
gleiehen wie die fur die Markierung von Rezepior R2 beschriebenen. Bcvorzugi wcrden fur R2 und R4 die gleiehen Mar- 
kierungen verwendet. 25 

IXt Rezepior R5 bcslehi im wesentlichcn aus eincm Antigen, das mil dem zu beslimmcnden. gegen ein Antigen aus 
dem pol- oiler -gag-Bercich von TTIV1. ITfVl-SuhO und/oder ITIV2 gcrichieicn Anlikorpcr spczilisch bindefahig ist. wo- 
bci dies nidil lipiiope oiler Scqucnzcn von p24 oder p26 sein diirfen. die mil den Rczcpiorcn Rl oder R2 rcagicren kon- 
ncn. Das Antigen ist bcvorzugi bindcllihig mil eincm Anlikorpcr. dcr gegen Genprodukie des pol-Bereiches geriohiet isl. 
besondcrs bcvorzugi bindefahig mil einem Anlikorpcr, dergegen die Reverse Transkripiase (RT) gcriehiei isi. Besondcrs 30 
geeignci isl hierbei die naiurlichcrweisc vorkommendc RT. die als TTeierodimer (bcslchcnd aus den beiden Untereinhei- 
len von 5 1 und 66 kDa) vorkommi und cine moglichst native Siruktur besitzt. Die Unicreinheiicn konncn abcr auch ein- 
zeln verwcndei worden. Besondcrs bevor/.ugi wird oine rekombinani hcrgestelltc aufgercinigic RT vcrwondci. die von ei- 
ncm lixpressionsklon wie or beispielsweise bci Miillcrci al. in J. Biol. Chem. 2(>4/24: 13975 1397S ( 1989) besehrieben 
isl, cxprimiert wird. Aufgrund des hohen ITomologicgradcs auf Aminosaureebene zwischen TIIV1- und UIV2-RX von .*5 
eiwa 60'r bzw. abschnitiwcisc sogar l00'*.-iger Ubcreinstimmung der beiden Protcinc rcichl die TlfVI-RT im allgemei- 
nen aus. uin auch von THV2-Anlikdrpern crkannt zu wcrden. Gegehenenfalls kann jed<x;h auch TtEV2-Kr ailcin oder zu- 
satzlich cingescizi wcrden. Stall dcr RT kann auch cin Antigen verwcndei wcrden. das mil eincm Anlikorpcr bindefahig 
isi. der gegen Genprodukie des gag-Berciehes mil Ausnahmc iter lipiiope von p24 oder p26. die mil den Rczcpiorcn Rl 
oder R2 rcagicren, gcriehiei isl. Bcvorzugi isl das Aniigcn bindefahig mil einem Anlikorpcr, dergegen gag-p!7 gcriehiei 40 
ist. '/ur Dcliniiion des BegrilVcs "Aniigcn" gill das gleiehe wie fur die Rczcpiorcn R3 und R4 beschriebene mil Aus- 
nahme iler Spezihiat: Das Antigen beim Rezepior R5 ist naturlich ein Molckiil. das zu ciner spczilischcn Bindung mil ei- 
nem gegen ein TIIV-gag- oder pol-Genprodukt gcrichieicn Anlikorpcr fahig ist. 

R5 kann cniwcdcr dirckl an die Feslphasc gebunden scin. odor die Bindung an die Feslphasc erfolgt indircki uber cin 
spczilisches Bindungssysicm. Die direklc und die indirekte Bindung von R5 an die Fesiphase erfolgl analog zu dcr fiir 45 
die Rcveploren Rl unit R3 beschriebenen Wei sc. 

Dcr Rezepior R6 bcslehi im wesentlichcn aus einem Antigen, das mil dem zu beslimmcnden. gegen ein Aniigcn aus 
dem pol- oiler -gag-Bercich von riTVl . WVl-SubO und/oder I HV2 gcrichieicn Anlikorpcr spczilisch bindefahig isl. Das 
Aniigcn isl bcvorzugi bindefahig mil eincm Anlikorpcr, iter gegen Genprodukie des pol-Bereiches gcriehiei isl. beson- 
dcrs bcvorzugi bindefahig mil eincm Anlikorpcr, iter gegen die Reverse Transkripiase gcriehiei ist. Die im Abschnitl zu 50 
Rezeptor R5 gemachlen Ausfuhrungen hezuglich der bevorzugten Antigcn-liigcnsehaficn gelicn auch fur R6. /ur Dcli- 
niiion des BegrilVcs "Antigen" gill das gleiehe wie fur den Rezepior R5. Bcvorzugi wcrden als "Aniigcn-Komponcnicn" 
dor Rczcpiorcn R5 und R6 die gleiehen Aniigcne cingescizi. lis isl abcr auch moglich, verschiedene Aniigcne einzuscl- 
zcn. lis muB jedoch sichcrgcslelii scin. daB bcide Antigen-Komponcnien aus R5 und R6 mil dem gleiehen zu bestimmen- 
den Anlikorpcr bindefahig sind. Voraussetzung isl immcr. daB tier zu bcsiimmcnde Anlikorpcr die beiden Rczcpiorcn R5 55 
und R6 verbriioki. 

liin weiierer lieslandleil von Rezepior R6 isl die Markierung. Die Voraussclzungcn fur die Markierung in R6 sind die 
gleiehen wie die fur die Markierung der Rczcpiorcn R2 und R4 beschriebenen. Bcvorzugi wcrden fiir R2. R4 und R6 die 
gleiehen Markierungcn verwcndei. 

Fur alle Aniigcne. die als Rczcpiorcn R3. R4. R5 oiler R6 verwendet wcrden. gill. daB sic cinzeln oder bcvorzugi auch ft) 
vcrneizi als Oligomcrc ixlcr als Polvhaptene (mil den Antigcnen bcladene Tragcmiolckule oiler Tragerpartikel) gcmaB 
dcr WO 96/03052 cingescizi wcrden konncn. Dadurch wird die IgM-lirkennung verhessen. 

Als Probcn. die im Nachwcisverfahren cingescizi wcrden. konncn alle dem l achmann bekanntcn biologischcn l liis- 
sigkeiten verwendet wcrden. Bcvorzugi wcrden als Probe Korperllussigkeiien wie Vollhlui, Bluiscrum. Blutplasma. 
Urin, Speiehel etc. cingescizi. 

fn den Tesiansaizcn konncn neben der Probe, dcr Fesiphase und den aufgefiihrten Rczcpiorcn wcitere. jc nach Anwcn- 
dung beniitigte Xusiiize wie Puller. Salze. Dciergcnzien. Protcinzusatze wie beispielsweise RSA und Prolcinspattpro- 
ilukic viic beispielsweise Pcpton vi^rlianden sein. Die noiwendigen Xusatzc sind dem Fachmann bckannt ixlcr konncn 
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von ihm auf cinfache Wei so hcrausfHahdcn werden. 

liin weiierer Gegensiand iler lirlindung isl ein Reagcnzienkil /urn Nachweis ciner WV-Infektion. cnihalicnd minde- 
siens einen Re/epior R I. der mil dem p24- Aniigen von TTIVI. TTIVI -SubO und/odcr dent p2(>- Aniigen von TIIV2 spezi- 
lisch bindelahig isl und an eine I'esiphase gebunden isl oder gebunden werden kann. mindesiens einen Re/.eptor R2, der 
5 mil dem p24- Aniigen von TTIVI, THVl-SubO unit/odcr dem p26-Aniigen von ITIV2 spe/ilisch bindelahig isl und eine 
Markierung iragi. wobei die von Rl und R2 erkannien lipitope versehieden sind. mindesiens einen Rezcpior R3. der mil 
dem zu besiimmenden. gegen ein Aniigen aus dem env-Bereich gerichielen ITTV1-. TTIVI -SubO und/odcr ITIV2-Anii- 
korper spe/ilisch bindelahig isl und an eine I -est phase gebunden isl oder gebunden werden kann. mindesiens einen Re- 
zcpior R4. der mil item zu besiimmenden. gegen ein Aniigen aus dem env-Bereich gerichielen IIIV1-, TTTVl-SubO unit/ 
to oder TIlV2-Anlikorper spe/ilisch bindelahig isl und eine Markierung tragi, mindesiens einen Re/eplor R5. der mil dem 
zu besiimmenden. gegen ein Aniigen aus (tern pel- oder gag-Bercich gerichielen I If VI-. TTIVI -SubO und/oricr ITIV2- 
Antikorper spe/ilisch bindelahig isl und an eine I'esiphase gebunden isl oder gebunden werden kann. mindesiens einen 
Re/epior R6. der mil dem zu besiimmenden. gegen ein Aniigen aus dem poi- oder gag-Bercich gerichielen TTIVI -. 
TTIVI -SubO oder ITIV2-Aniikorper spe/ilisch bindelahig isl und eine Markierung iragi. sowie gegebenenfalls weitere 
15 ubliehe TTiitsslotVe. 

Weiterhin isl ein Gegensiand <ter lirlindung ein zuvor beschriebenes Reagcnzienkil. das dadtirch gckennzeichnet isl. 
dali als Re/eploren R^l und R2 Antikorper, die von den '/ellinien MAK<p24>M-6A9/5. MAK<p24>M-4B 1/1, 
MAK<p24>M-6D9/4, unxl/oder MAK<p24>M-21i7/3 produ/icri werden. eingesei/i werden. 

libenfalls ein Gegensiand der lirlindung isl ein Reagen/ienkil zum Nachweis von Aniikorpcrn gegen ITIV. in dem die 
20 Re/epioren R3. R4. R5 und R6. sowie gegebenenfalls weiiere ubliehe TTilfsstotVe enihallen sincl. Die Rezepioren Rl und 
R2 sind nichi enihallen. 

Auch ein Gegensiand tier lirlindung isl ein Teslstreifen zum Nachweis einer TUV-Infeklion, auf dem mindesiens ein 
Re/epior Rl. der mil dem p24-Aniigen von ITIV1, TTIVI -SubO und/odcr dem p26-Antigen von ITIV2 spezilisch binde- 
lahig isl und an eine I'esiphase gebunden isl oder gebunden werden kann. mindesiens einen Rezcpior R2, der mil dent 

25 p24-Antigcn von TTTV1, TTIVI -SubO uml/oder dem p26-Aniigen von ITIV2 spezilisch bindelahig isl und eine Markie- 
rung iragi. wobei die von Rl und R2 erkannien lipitope versehieden sind. mindesiens ein Rezcpior R3. der mil dem zu 
besiimmenden, gegen ein Aniigen aus dem env-Bereich gerichielen ITIV1-, TTIVI -SubO und/odcr TTIV2-Anlik6rper spe- 
/iliseh bindelahig isl und an eine I 'esiphase gebunden isl oder gebunden werden kann. mindesiens ein Re/epior R4, der 
mil dem /u besiimmenden. gegen ein Aniigen aus dem env-Bereich gerichielen ITIVI-, TTIVI -SubO und/odcr ITIV2-An- 

M) likorpcr spezilisch bindelahig isl und eine Markierung tragi, mindesiens ein Rezcpior R5. der mil deni zu besiimmenden. 
gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bercich geriehtetcn TTIV1-, TTlVI-SubO uml/odcr TIIV2-Aniikorper spezilisch 
bindelahig isl und an eine I 'esiphase gebunden isl oder gebunden werden kann. mindesiens ein Rezcpior R(>. der mil dem 
zu besiimmenden. gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bercich gerichielen IIIV1-, TTTVl-SubO oder TIIV2-Anii- 
korper spe/ilisch bindelahig isl und eine Markierung tragi, sowie gegebenenfalls weiiere ubliehe Ililfssioile aufgehracht 

.55 sind. 

liin weiierer Gegensiand der lirlindung isl ein Testsireifcn zum Nachweis von Aniikorpcrn gegen ITIV, in dem die Re- 
zepioren R3. R4. R5 und R6. sowie gegebenenfalls weiiere ubliehe TTillssiolle enihallen sind. Die Rezepioren Rl und R2 
sind nichi enihallen. 

In den Fig. 1 bis 5 isl Iblgcndcs dargesielli: 
40 Fig. I Plateaubestimmung des monoklonalen Antikorpers MAK<p24>M-6A9/5: Die Besiimmung der oplimalen 
MAK-liinsaizkonzeniraiion fur die lipitopkanierung wird gemaLUlem in Beispiel 4.2 besehriebenen Verfahren durchge- 
luhrt. 

Fig. 2 Plaieaubesiimmung des monoklonalen Antikorpers MAK<p24>M-4B 1/1 
Fig. 3 Plaieaubesiimmung des monoklonalen Amikorpcrs MAK<p24>M-6D9/4 
45 Fig. 4 Plaieaubesiimmung des monoklonalen Antikorpers MAK<p24>M-21i7/3 

Fig. 5 p24-lipiiopkartierung; Reaklion tier <p24>-MAKs mil verschicdenen Pcpiidmischungcn gcmiili Beispiel 4.2.3. 
Die folgenden Bcispiele crlautern die lirlindung weiter. 
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Bcispiele 
Beispiel 1 



Durchfuhrung des Kombiiesis 

55 Die Versuchsdurehfiihrung crfolgi analog zu der in der Packungsbcilage des lin/vmun-Tesi® Anli-ITIV 1+2+SuhtypO 
(Besi.Nr. 1557319. Boehringer Mannheim GmbTT. Deuischland) besehriebenen Vorgehensweise. Bis auf d Rezepioren 
Rl bis R6 werden die Reagenzien und Puller ties Hnzymun- Tcsi® Anii-IIIV 1+2+SublypO tier Boehringer Mannheim 
GmhTIeingeseizi. DerTesl wird bci 25"C auf dem Geriit IiS7(K)(TIcrsteller: Boehringer Mannheim GmbTT. Deuischland) 
in einem Probenvolumen von l(X)ul in strepiavidinbeschichieien Tcsirohrchen nach dem Prinzip des 2-Sehriit-Sand- 

60 wich-lil.ISA ilurchgeluhn. Im einzelnen werden folgende Reagenzien verwendei: 



InkubulionspulVen Tris 25 mM pIT 7.5; Rinderserumbeslandieile 
Konjugalpuller Tris 25 mM pTT 7.5; Rindcrscnjiubesiandieile 
Konjugat: PcroxidxseU^ODMiiarkierte Anli-Digoxigcnin-Aniikorper voiu Schaf 
65 Suhsirai: ABTS^-Subslrailosung (2.2 , -A/ino-di|3-ethylbenzihia/.olin-sull*onat | 1.9 mmol/1 in 11X) mmol/1 Phos- 

phai /('i l ral -Puffer, pi I 4.4. Nairiumperboral 3.2 mmol/1 

Als Re/eploren R! bis R6 werden eingcselzi (Bi isl Abkiirzung llir Biolin. Dig isl Abkiirzung fur Digoxigcnin): 
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Rl : MAK<p24>M-6A9/5-l^mi. MAK<p24>M-4B 1/MgG-Bi 

R2: MAK<p24>M-(>D9/4-lgG-Dig. MAK<p24>M-2H7/3-FgG-Dig 

R3: gp36-, gp4 1 -Peptide- Bi urul Polyhaptene-Bi onlspreehend den ini l:n/ymun®-Test Anti-HIV 1+2+SuhO. 
lies). Nr. 15573 19. Boehrtnger Mannheim IX'uischland venvendden Pcplidcn 

R4: gp36-. gp4l-Peptide-Dig und Polyhapione-Dig enisprcchcnd don im l*n/.ymun®-Tesi Anii-TirVl+2+SubO. 
Bcsi.Nr. 1557319, Boehringer Mannheim IX'inschland verwendoion Peptidcn 

R5: RT-Bi hcrgestellt aus RT, Bcsi.Nr. 1465333. Boehringer Mannheim Deuisehland 

R6: RT-Dig hergesietll aus RT. Bcsi.Nr. 1405333. Boehringer Mannheim Deuisehland. 

Die hier/.u noiwendigen Derivaiisierungen mil akiivierien Biolin- und Digoxigenin-Dcrivatcn wurden naehdem Faeh- 
mann aus I.ehrbuehern hekannlcn Vertahren durehgefuhn. Kir die Deri vat isierung der RT <xler dor Aniikorper eignen 
sieh bcvor/.ugl l>lJiolin-e-aininohe\anoyl-N-hy<lroxy-sueeiniriu<! und Digoxigcnin-3 -carboxymelhyleiher-eaminohe- 
xanovl-N-hydroxy-sueeinimid. 

Die Re/eptoren Rl bis R6 (Aniikorper. Polyhaplene und RT jeweils 50 300 ng/ml, Pepiide 5 50 ng/ml) werden /.u- 
sammen mil dem InkubationspulVcr in die sircpiavidinbeschiehteien Rohrchen gegeben und 120min inkubien. Naeh 
mehreren Waschvorgangen und einer 60-minutigen rnkubation mil dem Konjugal wird die Subsiratlosung /.ugegeben 
und die Hxiinktionswcrte der enisiandenen Farblosungen naeh 60 min bei 422 nm phoiomeiriseh besiimmi. 

Be is pic I 2 

Vcrgleieh versehiedener Kombilesls 

Uru die Frlindung mil dem Siand der Technik /.u vergleichen. wur<len kommcr/.icllc HrV-Serocon vers ions pane I der 
Firma Boston Biomediea Inc.. Bridgewatcr. USA (BBI) vcrmessen und mil den von BBI gcliefericn Daten vergliehen 
(Tabeile 1 ). 

BBI Panel N: Best. Nr. PKB914 
BBT Panel VV: Best. Nr. PKB923 
BBI Panel AG: Best. Nr. PKB932 

mV-AgTesl: Abbott Monoclonal TTIV Ag. Prod. Nr. 2AS1 (Daien von BBI) 

Anii-rriv Tesi 1: AbbolTHIV 1/2. Prod.Nr. 3A77 (Daten von BBF) 

Ami-IIIV Test 2: (Jen. Sys. IHV 1/2. Prod.Nr. 0230 (Daten von BBI) 

Kombiicst 1: Ant i-p24- Aniikorper. gp4l und gp36 ( Beschreibung siehe unten) 

Kombitest 2: Ant i-p24- Aniikorper und RT (Beschreibung sic he unten) 

Kombiicst 3: Anti-p24-Aniikorper. gp41. gp36 und RT (Beschreibung siehe unten). 

Die drci Kombilesic wurden unier idcniischen Bcdingungen mil den gleichen Reagen/icn mil Ausnahmc der unter- 
schicdlichcn Antigene durchgefuhti. Die Testdurchfuhrung erlolgle analog /.u Beispiel 1. Als Basis dienlen ( wie in Bei- 
spicl 1) die Rcagcn/.ien und die 25"C Applikaiion des kaullichen Produkies Fnzymun-Tcsi® Anti-IIIV 1+2+SubiypO 
(Best. Nr. 1557319, Bochringcr Mannheim. Deuisehland). Fur die Kombilesls 1 bis 3 wurden folgendc Aniikorper b/.w. 
A nligenc vc rwe ndel : 

Kombiicst 1: 

MAK<p24>M-6A9/5-IgG-Bi. MAK<p24>M-4B 1/l-IgG-Bt und bioiinylierte synihciische Peptide und Polyhap- 
lene (gp41 und gp36) aus dem Hn/.yi nun-Test® Anti-TIlV 1+2+SubiypO. MAK<p24>M-6D9/4-IgG-Dig, 
MAK<p24>M-2F:f/3-IgG-Dig und digoxigenyliertc synihciische Peptide und Polyhaplene (gp41 und gp36) aus 
dem Hn/.ymun-Tesi® Anii-TTIV 1+2+SubiypO 
Kombiicst 2: 

MAK<p24>M-6A9/5-IgG-Bi. MAK<p24>M-4B 1/1-IgG-Bi und bioiinyliene rekombinanic ITIV-Reverse Tran- 
skripiase 

MAK<p24>M-6D9/4-IgG-Dig. MAK<p24>M-2l'7/3-IgG-Dig und digoxigenyliertc rekombinanic TTrV-Revcrse 
Transkripiasc 

Kombitcsi 3 (crlinduniisecmaB): 
Rl: MAK<p24>M-6A9/5-fgG-Bi, MAK< P 24>M-4B 1/l-lgG-Bi. 

R3: bioiinylierte synihciische Peptide und Polyhaplene (gp41 und gp36) aus dem Fn/.ymun- Test 0 Anii-ITIV 
1+2+SubiypO 

R5: biotinvliene rekombinanic IHV- Re verse Transkripiasc 

R2: MAK<p24>M-6D9/4-lgG-Dig. MAK<p24>M-2F7/3-IgG-Dig. 

R4: digoxigcninvlicrie svnihelischc Peptide und Polyhaplene (gp41 und gp36) aus dem Fn/.ymun-Tcst® Anii-TIIV 
1+2+SubiypO 

R6: digoxigenyliertc rekombinanic IT [V-Rc verse Transkripixse. 

Fur alle Tests isi das Verhalinis von Signal /.u Cui-otT-Weri angegeben (Gui-olV Index, coil. Die Daien sind lolgendcr- 
maBcn y.u intcrpreiieren: Wcrte kleiner 0.9 si ml negativ. Wcrtc /.w ischen 0.9 und 1 .0 sind im Graubcreich und Werte gro- 
tfer gleich 1.0 sind posiiiv. In der Spalte "Tag" isl die An/.ahl tier Tage eingctragen. die seil der erslen aulgefuhrten Blul- 
abnahmc vergangen sind. Die eingcsei/.icn Panel enihalien unterschicilliche Analyien ( Aniigcne und Aniikorper). ilie in 
der Scrokon vers ions phase naeh don unicr " lag" angegebencn /oilon autircion. 




It 



DE 197 27 943 A L 

Tube lie I 



Vergleieh verschiedener IHV-Nachweisiosts 



Panel 


Tag 


HTV-Ag 
Test 


Anti-HIV 
Test 1 


Anti-HIV 
Test 2 


Kombitest 
1 


Kombitest 
2 


Kombitest 
3 


BBI Panel N 


0 


0,4 


8,4 


0,8 


8,9 


0,4 


11,3 




4 


0,5 


7,8 


1,1 


5,7 


0,1 


7,4 




7 




8,0 


1,4 


3,5 


0,1 


4,5 




25 


0,4 


12,8 


2,8 


1,4 


0,8 


3,3 




31 


0,4 


11,4 


3,0 


14 


2,3 


4,3 


BBI Panel W 


0 


0,4 


0,1 


0,2 


0,3 


0,2 


0,3 




7 


0,4 


0,1 


0,2 


0,3 


0,1 


0,3 




12 


0,5 


0,1 


0,2 


0,3 


0,1 


0,3 




14 


0,4 


0,1 


0,2 


0,3 


0,1 


0,3 




28 


0,4 


0,1 


0,2 


0,3 


0,1 


0,3 




30 


0,4 


0,1 


0,2 


0,3 


0,1 


0,3 




35 


0,4 


0,1 


0,2 


0,3 


0,1 


0,3 




37 


1,0 


0,1 


0,2 


0,4 


0,2 


0,4 




47 


23,3 


1,4 


0,2 


8,4 


10,9 


14,3 




84 


0,4 


7,8 


5,5 


1,2 


24,3 


16,6 




86 


0,4 


7,6 


5.5 


1,2 


24,3 


16,1 




145 


0,4 


17,2 


4,0 


6,5 


24,3 


24,8 




161 


0,5 


17,2 


3,1 


6,4 


24,3 


24,8 


BBI Panel AG 


0 


0,4 


0,1 


0,1 


0,3 


0,2 


0,3 




3 


0,4 


0,1 


0,1 


0,3 


Q.5 


0,3 




13 


0,4 


0,2 


0,2 


0,3 


0,2 


0,3 




27 


4,6 


1,1 


0,2 


1,1 


1,0 


1,1 




34 


6,1 


12,5 


2,6 


10,0 


9,2 


21,9 




50 


1,9 


1,7 


3,4 


4,7 


24,2 


14,4 




78 


3,2 


0,6 


1,3 


2,3 


243 


12,7 




163 


1,8 


2,1 


0,9 


0,8 


17,3 


7,6 




194 


1,0 


8,6 


0,8 


0,8 


13,1 


6,4 



lis zcigi sich. daB tier crlinrfungsgcmiiBc Kombilesl (Komhiicst 3) im Unierschied m den Vergleiehslesis alle Phasen 
dor fnlcklion liiekenlos deiekiiert. 

licispiel 3 

lirkennung von IllVl-Virusisolaten versehiodener Subivpcn 
Dureh ilie Verwenduni: dor vier erlinduni!ss:emal>en Amikoqvr ist eine breiie TllVl-Xubiyperkennuni! gewahrleisiei. 
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Die Tcsiluhrung. Reason /./.usammSlw/.un*! und Auswcrtung isi ideniiseh /u dem crli^Mngsgcniaticn Komhiicsi 3 aus 
Uci.spicl 2. Als Vroben wurden alio union aul'jicluhncn IHVl-Virusisolaie (liruppe M und SubiypC)) 1 : KX) in Human- 
scrum verdunnt. da die unverdiinnlen Isolalc alio das gleich ^roBc Maximalsiiinal ergaben und somit koine Unlcrscliicdc 
/.u so hen warcn. 



13 
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- label Ic 2 



HIV 1 -Virus 


Subtyp 


cut-off Index 


MP20 


Subtyp A 


9,0 


MP33 


Subtyp A 


22,2 


MP95 


Subtyp A 


19,2 


MP97 


Subtyp A 


9,1 


MP157 


Subtyp A 


36,0 


MPS 


Subtyp B 


23,4 


MP13 


Subtyp B 


18,7 


MP22 


Subtyp B 


22,5 


MP51 


Subtyp B 


20,9 


MP77 


Subtyp B 


30,5 


MP37 


Subtyp C 


9,1 


MP40 


Subtype 


22,2 


MP41 


Subtyp C 


9,1 


MP76 


Subtyp C 


18,2 


MP 148 


Subtyp C 


16,4 


VI693 


Subtyp D 


16,9 


VI722 


Subtyp D 


10,5 


VIS24 


Subtyp D 


16,3 


VI979 


Subtyp D 


23,2 


VII091 


Subtyp D 


14,9 


VI 1 249 


Subtyp E 


23,4 


MP38 


Subtyp E 


19,4 


MP48 


Subtyp E 


21,0 


MP121 


Subtyp E 


22,6 


MP 126 


Subtyp E 


2,5 


VI850 


Subtyp F 


11,0 


VI961 


Subtyp F 


22,3 


VII 126 


Subtyp F 


11,4 


VI 1267 


Subtyp F 


15,3 


VI310 


Subtyp F 


21,4 


MP84 


Subtyp F 


12,2 


VII 197 


Subtyp G 


29,9 


VI991 


Subtyp H 


8,1 


VI997 


Subtyp H 


10,0 


MP331 


Subtyp O 


4,2 



14 



lis /eigi sich. dati der erlinduniis 
lion. 
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atie Kombiiesi ilie Aniigcne und Aniikorpcr a 



IVI-Subiypcn sichcr dcick- 



Bcispiel 4 

Upilopkarticrung der monoklonulcn Aniikorpcr gegcn p24 
4.1. Popiidsynihese 

Die enisprcehcnden Teilsequen/.en dor Aminosauresequenz des HrV-p24-Virusproieins werden miliels l**luorenylme- 
ihylo\ycarbonyl-(l ; nKx:)-r'esiphasen[>eptidsynUiese an eineiu Buich-Pcpiidsynihcsi/cr. /.. B. von Applied Biosysieins 
A431 oder A433, heraesielli. Da/u werden jewcils4.0 Aquivaleme von lolgenden rnuxxAnunosaurederivaien vorwc ri- 
del: 

Tabelie 3 



A 


Fmoc-Ala-OH 


C 


Fmoc-Cys(Trt)-OH 


D 


Fmoc-Asp(tBu)-OH 


E 


Fraoc-Glu(tBu)-OH 


F 


Fmoc-Phe-OH 


G 


Fmoc-Gly-OH 


H 


Fmoc-His(Trt)-OH 


I 


Fmoc-Ile-OH 


K 


Fmoc-Lys(PhenyIacetyI)-OH 


L 


Fmoc-Leu-OH 


M 


Fmoc-Met-OH 


N 


Fmoc-Asn(Trt)-OH 


P 


Fmoc-Pro-OH 


Q 


Fmoc-Gln(Trt)-OH 


R 


Fmoc-Arg(Pmc)-OH 


S 


Fmoc-Ser(tBu)-OH 


T 


Fmoc-Thr(tBu)-OH 


U 


Fmoc-BAlanin 


V 


Fmoc-Val-OH 


W 


Fmoc-Trp-OH 


X 


Boc-Lys(Fmoc)-OH 


Y 


Fmoc-Tyr(tBu)-OH 


Z 


Fmoc-Aminocapronsaure 



10 



10 



M) 



45 



>0 



Die Aminosaurcn oder Aminosauredcrivate werden in N-Mcihylpyrolidon gelost. Das Pcplid wird an 400 500 nig 4- 
(2\4'-Dinielhoxyphenyl-l ; m^^^ (Tetrahedron Kellers 28 (1987). 2107) mil einer Beladung 

von 0.4 0.7 mmol/g auigehaui (JACS 95 (1973). 1328). Die Kupplungsreakiionen werden be/.uglich l'mtx-Aminosau- 
rederivai mil 4 Aquivalenien DieyclohexylcarrKxIiimid und 4 Aquivalienen N- Hydroxy be n/.oiria/.ol in Dimethylfomia- 
mid als Reakiionsmedium wahrend 20 min durchgcluhrt. Naeh jedem Synihcscschriii wird die Fmoc-CIruppe mil 
20',/igcm Pipcridin in Dimcihylformamid in 20 min abecspatien. linihalien die Peptide eine iniramolekulare Disullid- 
bruckc, so wird die Fmoc-geschiil/.tc. Pepiidsequenz vorder Kupplunsi des anili/.iellen Spaeers mil Jod in Ilexalluoriso- 
propanol/Diehlormeilian (Rober el al.. Hie Peptide Academic Press, New York. 1981 . pp 145 47) an der Fcsiphasc o\i- 
dieri unit anschlietiend die N-lerminale Fmoc-Schul/iiruppe abgespallen. und tier Spacer sowie das N-ierminale Biol in 
gekuppeli. 



6f) 



15 
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Die I Yeisel/,ung tics Peptides voflBPfriihesehar/. und die Abspallung dor saurelabilelWWul/.gruppen mil Ausnahmc 
dor Phony laeotylseluii/griipix: am l.ysin erlolgi mil 20 ml Trilluoressigsaure. 0.5 ml HihandiihioL 1 ml Thioanisol. 
1 .5 g Phenol urn! 1 ml Wasscr in 40 min boi Raumiemperatur. Die Rcakiionslosung wird anschliettond mil 300 ml 
gckuhllem Diisopropylolhor versel/i und /ur vollstandigen Pallung des Peptides 40 min boi 0"C gehallon. Dor Nieder- 
sehlag wird abliltriert. mil Diisopropylolhor nachgewasehen. mil wenig 50'* iger Ussigsiiure gelost und lyophilisieri. Das 
erhaliene Rohmaterial wird mittels praparaiiver TIPT.C an Dell a- PA K RP CIS-Material (Saule 50x300 mm. 100 A, 15 j.0 
uhereinen entspreohenden Ciradienien (1:lucnl A: Wassor. t)A r /c Trilluoressigsaure. Mluent B: Aeelonitril. 0. V7t Trilluor- 
essigsaure) in ea 120 min aulgereinigu Die Idoniitat des eluiorten Materials wird miuels ronenspray-Massenspektrome- 
trie gepriift. 



15 



20 



60 



r»5 



16 
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Tubellc 4 



Pcpiul-Scqucn/cn ilcr p24-1tpiiopo 



Pcptid 


Scquenz 


SEQ ID NO 


I 


DKGNSSQVSQNYP I VQNLQGQMVHQ 


1 


2 


NYP I VQNLQGQMVHQ A I S PRTLNAW 


2 


3 


QMVHQ AI S PRTLNAWVKVI EEKAF S 


3 


4 


TLdNAWVKVIEEKAFSPEVIPMFSAL 


4 


5 


EKAF SPEVIPMFSAL.SEGATPQDLN 


5 


0 


MFS ALS EGAT PQDLNTMLNTVGGHQ 


6 


7 


PQDLiNTMLNTVGGHQAAMQMLKET I 


7 


S 


V GG HQ AAMQML KET I N E E AAE WDRV 


8 


n 
9 


LKETINEEAAEWDRVHP vhagp IAP 


9 


I A 

10 


EVVURVHPVHAGP I APGQMREPRGSD 


10 


1 1 


vjxr XAfvjyiVlKciFKLjbDXAG xx 5TLQE 


1 1 


1 T 


fKLjoUlACj lib 1 LtyjbU IGWMi WNfr 


12 


i *i 
u 


o X J-iv^/CiV^y lunrll ii IN crxr X tr vuCii X i\.i\.W 




i d 
ih 


l. ViVi ST C lr VVJGX X IVTCVY X X XJV.J J-llN Vl\. 


1 A 
14 


1 c 
1 J 


TYTfPWT TT^r.MKTVRMYQPWQTT.nT 
X 1 IV Xv. nil Xjv7J_i1N V Xvl 1 X O £r V o X i-tU X 


1 J 


1 ft 




10 


1 / 




17 




hiPr KDivUKr XKILRAEQASQEVKN 


IS 


19 


YKTLRAEQASQEVKI>JWMTE I LLVQN 


19 


20 


QE VKNv*/MTETLL VQNANPDCKT I LK 


20 


21 


LLVQNANPDCKTILKALGPAVTLEE 


21 


22 


KT I LKALGP AATLEEMMTACQGVGG 


22 


23 


ATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLAE 


23 


24 


QGVGGPGHKARVLAEAMSQVTNSAT 


24 


25 


RVLAEAMSQVTNS AT IMMQRGNFRN 


25 


26 


TNSATIMMQRGNFRNQKKTVKCFNC 


26 


27 


GNFRNQKKTVKCFNCGKEGHIAKNC 


27 


28 


KCFNCGKEGHIAKNCRAPRLKGCWK 


28 


29 


IAKNCRAPRLKGCWKCGKEGKQMKD 


29 


30 


KGCWKCGKEGHQMKDCTERQANFLGKI 


30 




3A 


QAISPRTLNAWVKVI 


31 


3B 


ISPRTLNAWVK 


32 


9A 


INEEAAEWDRVHPVH 


33 


9B 


EEAAEWDRVHP 


34 


17A 


I RQGPKE P FRDYVDR 


35 


17B 


QGPKEPFRDYV 


36 



• 
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4.2. Hpiiopkariierung 
4.2.1. ImmunologischcrTcsi allgemein 



5 Die Hpiiopeharakterisierung wurde analog ilcm Uoehringer Mannheim Hn/.vmun®-Tesi Ami-Ill V 1+2 
<UM I 165 062) durehgefuhri. Dxs Tesiprin/.ip isi ein 2-Schrin-Sandwioh-KLISA tnil Slrepiavidin-Technologie. Jed<x*h 
wurden stall der ITunianseren die verschiedenen monoklonulcn <p24>Aniikorper cingosci/.l und mil den jeweils bioiiny- 
lierien Pepiiden oder rekomhinanlem • p24 vermessen. Die Deiekrion erlblgi Uber <Maus rg(J>-POD (UM 1 431 323). 
Alio anderen /.u sal zreagen lien, wie Wusclilosung. Slreplavidiniubes. A UTS usw. wurden beibehallen. Die Messungen 

io wurden an den Hn/.ymun©-Analysen-Auiomaien US 22 oder MS 600 von Uoehringer Mannheim durchgellihri. 

4.2.2. Pialeaubesiimmung 

Die Besiimmung der oplimalen MAK-Hinsaukon/.eniration fur die lipitopkanierung wurde im oben besehriebenen 
15 Teslkon/epl durehgefuhri. Als Antigen wurctc bioiinyiieries rekombinanles p24 (liinsal/.menge 200ng/ml) verwendeu 



20 



40 



45 



60 



65 



18 
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Tubollo 5 





MAK-Konzentration 


Signal 




c [ng/ml] 


mE 


MAK<p24>-6A9/5 


0 


3 




1 


208 




5 


856 




10 


1231 




20 


1665 




25 


1718 


MAK<p24>-6D9/4 


0 


2 




1 


386 




5 


1239 




10 


1835 




20 


2425 




25 


2531 


MAK<p24>-2E7/3 


0 


5 




1 


322 




5 


1 148 




10 


1708 




20 


2292 




25 


2461 


MAK<p24>-4Bl/l 


0 


9 




10 


1205 




Zj 


1 OA A 




50 


2116 




75 


2451 




100 


2537 



Die Pluteauhesiimmuni: ist in den Kij;. 1 bis 4 graphisch dargcsiclll. 



4.2.3. l-piiopkarucrunu 

Die Kartieruni! wurdc mil 25 Aminosauren langen, N-icrminal hiotinylicncn Pepiiden. die im KK.T Rasicr iiber die 
TUV1 Consensus" !i-Sequen/. von p24 syniheiisiert wurden (Peptide SI«Q [D NO: 1 30). durehyetuhn. '/ucrsi wurde cine 
(.irobkarMerung mil <> versehiedenen Pepiidmischungen A 1 ; (Kinsai/meniie pro Peptid 60 ng/nih. die jeweils 5 versehie- 
denc bioiinvlierte Peptide cnlhulien. im indirekten Tcsikon/cpi vermessen. 



19 



Mischung A: 1 

2 
3 
4 
5 
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Mischung B: 



6 
7 
8 
9 
10 



Mischung C: 



11 
12 
13 
14 
15 



15 



20 



Mischung D: 16 
17 
18 
19 
20 



Mischung E: 



21 
22 
23 
24 
25 



Mischung F: 



26 
27 
28 
29 
30 



Tahelle 6 

Keakiiviiui iter Aniikorpcr mil Pcpiiiliiiisc'hun" A F 





MAK 6A9/5 


MAK 4B1/1 


MAK 6D9/4 


MAK 2E7/3 


[mE] 


% 


[mE] 


% 


[mE] 


% 


[mE] 


% 


Standardantigen 


2098 


100 


2402 


100 


2966 


100 


2903 


100 


Mischung A 


6 


0 


29 


1 


925 


31 


5 


0 


Mischung B 


8 


0 


22 


1 


100 


3 


2696 


93 


Mischung C 


15 


I 


31 


1 


22 


1 


5 


0 


Mischung D 


22 


1 


1152 


48 


41 


1 


4 


0 


Mischung E 


15 


1 


17 


1 


16 


1 


2 


0 


Mischung F 


24 


1 


18 


1 


17 


1 


3 


0 



41) 



45 



Hrgchnis dor G rob kartie rung: 3 MAKs roagieren spc/.ilisch mil jewcils cincr Pcpiidmischung (graphisehe Darstelking 
sichc Fig. 5). 

4.2.4. I'einkariicrung 

Tn dcr l-'cinkuriicrung wurden die Peptide (Hinsai/.menge 100 ng/ml) aus den rcakiivon Mischungen ein/eln im indi- 
rckicn Tcsikon/cpi eingesei/i: 

Tanelle 7 

MAK<p24>M-4B1/l mil liin/elaniigenen aus Mischung D 



60 




rec p24 


Peptid 16 


Peptid 17 


Peptid 18 


Peptid 19 


Peptid 20 






mE 




mE 




mE 




uiE 




mE 




mE 




65 


MAK4B1 


2089 


100% 


3 


0% 


297 


14% 


2 


0% 




0% 


0 


0% 



20 
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Tuhcllo S 



MAK<p24>M-2H7/3 mit liin/.elaniiiienen aus Mischumj B 





rec p24 


Peptid 6 


Peptid 7 


Peptid 8 


Peptid 9 


Peptid 10 




mE 




mE 




mE 




mE 




mE 




mE 




MAK2E7 


21 1 1 


100% 


6 


0% 


3 


0% 


23 


1% 


2103 


99.6% 


5 


0% 



Tube lie 9 

MAK<p24>M-(>D914 mil Hin/.elaniuienen aus Mischung A 





rec p24 


Peptid 1 


Peptid 2 


Peptid 3 


Peptid 4 


Peptid 5 




mE 




mE 




mE 




mE 




mE 




mE 




MAK6D9 


2282 


100% 


3 


0% 


23 


1% 


922 


40% 


5 


0% 


4 


0% 



Tabello 10 
re ak l i ve Pepl id- Seq ue n /.e n 



Peptid 
SEQ II) NO 


Sequenz 


Ergebnis 


3 


QMVHQAI S PRTLNAWVKVI EEKAFS 


reaktiv mit MAK<p24>M-6D9 


9 


LKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAP 


reaktiv mit MAK<p24>M-2E7/3 


17 


S I LD IRQGPKEP FRD YVDRFYKTLR 


reaktiv mit MAK<p24>M-4Bl/l 



Tabelle II 

Scqucn/.vcrjilcich der Hpiiopc von p24 IHV I Consensus B und Suhlyp () 



MAK6D9 


QMVHQAI S PRTLNAWVKV IEEKAFS 


Consensus B 




QMVHQAI SPRTLNAWVKA I EEKAFN 


Subtyp 0 








MAK 2E7 


LKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAP 


Consensus B 




LKEVINEEA? EWDRTHPP ? 7GPLPP 


Subtyp 0 








MAK 4B1 


SILDI RQG P KE PFRD YVDRFYKTLR 


Consensus B 




S ILDI 7QGPKEPFRD YVDRFYKTLR 


Subtyp O 



Haul Scqucn/.vcqilcich solllen die MAKs 6D9 und 41* I die Kreu/xeaklion y.u p24 (SubOl ermoglichen. da hier die 
iiroBie IIomoio«ie in der Sequen/. isl. 

'Air weiiercn Minschriinkunu iles Hpiiops wurde noehmals cine leinkartierumi mil den Pcpiidcn 3 (= SHQ ID NO 3). 
M (= SHQ n) NO 31 ). Ml (= SHQ ID NO 32). und MAK<p24>M-(>D9/4: Pepiide 9 (= SHQ ID NO 9). 9A (= SHQ ID 
NO 33). 91* (= SHQ ID NO 34) und MAK<p24>M-2I-7/3: sovvie Peptide 17 (= SliQ ID NO 17). 1 7A (= SliQ ID NO 35k 
171* (= SliQ ID NO 36) und MAK<p24>M-4lil/l durchgcliihri. 
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Tabelle 12 

MAK<p24>M-4BI/1 mil liinxelaniigenen 17. I7A und I7B 



SEQ ID NO: 


Peptid 17 
17 


Peptid 17A 
35 


Peptid 17B 
36 




mE 


mE 


mE 


MAK4B1/1 


612 


10 


7 



15 



45 



50 



Tabelle 13 

MAK<P24>MT2H7/3 mil Kin/elanii«enen 9. 9A unci 9B 



20 


SEQ ID NO: 


Peptid 9 
9 


Peptid 9A 
33 


Peptid 9B 
34 


25 




mE 


mE 


mE 




MAK 2E7/3 


1439 


1330 


1399 


.«> 




Tabelle 14 

MAK<p24>M-6Dyi4 mil Kin/.elaniigonen 




SEQ ID NO: 


Peptid 3 
3 


Peptid 3A 
31 


Peptid 3B 
32 


41) 




mE 


mE 


mE 




MAK 6D9/4 


958 


866 


448 



Daraus lokudaB das Hpilop des Aniikorpers MAK<p24>M-4B 1/1 nicht weiier eingesehrankl werden kann. Das lipi- 
lop von MAK<p24>M-2Ii7/3 kann aul'die Sequen/. 9B (SMQ ID NO: 34) HHAAl WDRVITP 
mini mien werden. Das Hpiiop von MAK<p24>M-6D9/4 kann aul'die Sequen/. 
3A <S1!Q ID NO: 31 ) QArSPRTT.NAWVKVr 
ohnegroBere Signalverlusie verkiir/.i werden kann. 

Beispiel 5 

TTrV-Suhiypenerkennun£ durch die monoldonalen Anii-p24-Amikorper 

Der Tesi wurde enispreehend Beispiel 1 und 2 naeh den Vorschrifien des Hn/.ymun-Tesi® Anii-IIIV 1+2+SubiypO 
(Best. Nr. 1 5573 1 9. Boehringcr Mannheim. Deutschland) i lurch gefuhrt. /.ur Ausiesiung der IT[V-Suhiypenerkcnnung 
wurden jedoch nur die Re/.epu>ren Rl und R2, il. h. die monoklonalen Anlikorper gegen p24 verwendei. Ms wurden je- 
wel Is 250 nu MAK/ml eins»esei/i. 



ft) 
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Tahelle 15 

lirkcnnung von p24 (TTTV1 und HtVl-SubO) (lurch die MAKs 



Rezeptor Rl 


MAK 4e> 1/ 1 


MAR zrw/J 


\yf A V ATX 1 /I 

MAJv 4x5 1 / i 


\/f A V £i A Q 


X/f A r/ ATI 1 /I 

MAK. 4H 1/1 
MAK 6A9/5 


AfTAHf At* U / 

txcZcpCOr ix^d 


lVl/AJS. ZJD//J 




lYi/viS. OUy/ H 


\yTAlf AFIO/A 
lYl/vTw Oi^V/*f 


AA A 0 17 7/1 
ivl/\rv ZrS // j 

MAK 6D9/4 


rrooe 












(HIV1 Subtyp O) 


U,l (negativ) 


U,l (negativ) 


1,2 (positiv) 


0,1 (negativ) 


1,2 (positiv) 


SN 1807 

(fflVl Subtyp 0) 


0,1 (negativ) 


0,1 (negativ) 


1,7 (positiv) 


0,1 (negativ) 


1 ,7 (positiv) 


SN 1796 (HIV1) 


1,1 (positiv) 


0,1 (negativ) 


0,1 (negativ) 


0,6 (negativ) 


1,2 (positiv) 


oiN i /yy (rii v l ) 


u,y 

(grenzwertig) 


1,3 (positiv) 


1,2 (positiv) 


1,1 (positiv) 


1 ,4 (positv ) 


SN 1801 (HIV1) 


0,8 

(grenzwertig) 


1,7 (positiv) 


0,8 

(grenzwertig) 


1,3 (positiv) 


1,7 (positiv) 


SN 1803 (fflVl) 


1,7 (positiv) 


2,2 (positiv) 


0,1 (negativ) 


0,5 (negativ) 


2,3 (positiv) 



±0 



Hs /.cigi sich. ilati tier nionoklonalc Aniikorpcr MAK <p24>M-4Bl/l und der ntonokionalc Aniikorpcr MAK 
<p24>M-6A9/5 jeweils bevor/.ugi fur den Hinsai/. als Rl. d. h. auf dor Fcsi phase nscitc geeignei sind. Der ntonokionalc 
Aniikorpcr MAK <p24>M-2K7/3 und der nionoklonalc Aniikorpcr M/\K <p24>M-6D9/4 sind bcvorzugi fur den liin- 
sai/. als R2. d. h, aul* der Nachwcisscile geeignei. Rir cine clVeklive gleich/eiiige Hrkennung des p24 von IIIV1 und 
nrVl-SubO werden allc vier Aniikorpcr bcvor/.ugi gciucinsaui eingesel/K 



40 



4S 



Cyi) 



23 



15 



ID 
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Sequen/proiokoll 

(1) ALLGEME INE ANGABEN : 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhof erstr . 116 

(C) jORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 683 05 

(G) TELEFON: 06217593215 

(H) TELEFAX: 06217594457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Kombitest HIV 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 36 

(iv) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) S EQUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 2 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

40 (ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 1: 

45 Asp Lys Gly Asn Ser Ser Gin Val Ser Gin Asn Tyr Pro lie Val 
1 5 10 15 

Gin Asn Leu Gin Gly Gin Met Val His Gin 
.so 20 25 



6S 



24 



# 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) S EQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART; Aminos aur e 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Pep t id 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Asn Tyr Pro lie Val Gin Asn Leu Gin Gly Gin Met Val His Gin 
15 10 15 

Ala lie Ser Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

( i ) S EQUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure *° 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid ;,s 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Gin Met Val His Gin Ala lie Ser Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp 40 
15 10 15 

Val Lys Val lie Glu Glu Lys Ala Phe Ser 

20 25 -tf 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

50 

( i ) S E QUENZKENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

( B ) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 55 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

60 



r»5 
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EIBUNG: SEQ ID NO : 4: 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 4: 

Thr Leu Asn Ala Trp Val Lys Val lie Glu Glu Lys Ala Phe Ser 
15 10 15 

Pro Glu Val lie Pro Met Phe Ser Ala Leu 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 5 : 

Glu Lys Ala Phe Ser Pro Glu Val lie Pro Met Phe Ser Ala Leu 
15 10 15 

Ser Glu Gly Ala Thr Pro Gin Asp Leu Asn 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

( i ) S E QUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE : 25 Aminosauren 

( B ) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Met Phe Ser Ala Leu Ser Glu Gly Ala Thr Pro Gin Asp Leu Asn 
15 10 15 



Thr Met Leu Asn Thr Val Gly Gly His Gin 

20 25 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 5 

(A) LANGE : 25 Aminosauren 

( B ) ART : Aminosaure 

(C) STRANG FORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear io 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 15 

Pro Gin Asp Leu Asn Thr Met Leu Asn Thr Val Gly Gly His Gin 
15 10 15 



Ala Ala Met Gin Met Leu Lys Glu Thr lie 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 8: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

( B ) ART : Amino s aure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Val Gly Gly His Gin Ala Ala Met Gin Met Leu Lys Glu Thr lie 
15 10 15 

Asn Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val 

20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 9: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



20 



.11) 



40 



50 



60 



27 



10 



20 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Leu Lys Glu Thr lie Asn Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val 
15 10 15 

His Pro Val His Ala Gly Pro lie Ala Pro 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

( i ) S EQUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

- 5 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Glu Trp Asp Arg Val His Pro Val His Ala Gly Pro lie Ala Pro 
15 10 15 

Gly Gin Met Arg Glu Pro Arg Gly Ser Asp 

20 25 

.>5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 
40 (A) LANGE: 2 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

45 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

50 

Gly Pro lie Ala Pro Gly Gin Met Arg Glu Pro Arg Gly Ser Asp 
15 10 15 

55 lie Ala Gly Thr Thr Ser Thr Leu Gin Glu 

20 25 



60 



65 



2S 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

( i ) S EQUEN Z KENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Pro Arg Gly Ser Asp lie Ala Gly Thr Thr Ser Thr Leu Gin Glu 
15 10 15 

Gin lie Gly Trp Met Thr Asn Asn Pro Pro 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

Ser Thr Leu Gin Glu Gin lie Gly Trp Met Thr Asn Asn Pro Pro 
15 10 15 

lie Pro Val Gly Glu lie Tyr Lys Arg Trp 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



20 



25 



20 



25 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 



Thr Asn Asn Pro Pro lie Pro Val Gly Glu lie Tyr Lys Arg Trp 
15 10 15 

lie lie Leu Gly Leu Asn Lys lie Val Arg 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

{ i ) S EQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Pep t id 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

lie Tyr Lys Arg Trp lie lie Leu Gly Leu Asn Lys lie Val Arg 
15 10 15 

Met Tyr Ser Pro Val Ser lie Leu Asp lie 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

( i ) S EQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Pep t id 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

Asn Lys lie Val Arg Met Tyr Ser Pro Val Ser lie Leu Asp lie 
15 10 15 

Arg Gin Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp 

20 25 



30 



- Hi * 

I. 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

( B ) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

is 

Ser lie Leu Asp lie Arg Gin Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp 
15 10 15 

Tyr Val Asp Arg Phe Tyr Lys Thr Leu Arg 20 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: J> 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART : Aminosaure ,0 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg Phe Tyr Lys Thr Leu Arg 
15 10 15 

Ala Glu Gin Ala Ser Gin Glu Val Lys Asn 

20 25 4S 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

So 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: ss 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



r»s 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID 1STO : 19: 

Tyr Lys Thr Leu Arg Ala Glu Gin Ala Ser Gin Glu Val Lys Asn 
15 10 15 

Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu Val Gin Asn 

20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

( B ) ART : Aminos aure 

(C) STRANGFORM: 

"° (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

25 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 

Gin Glu Val Lys Asn Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu Val Gin Asn 
1*5 10 15 

Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr lie Leu Lys 

20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 
40 (A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



45 



65 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi.) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21: 

Leu Leu Val Gin Asn Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr lie Leu Lys 
15 10 15 

Ala Leu Gly Pro Ala Ala Thr Leu Glu Glu 

20 25 



32 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE : linear 

10 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 

1 5 

Lys Thr lie Leu Lys Ala Leu Gly Pro Ala Ala Thr Leu Glu Glu 
15 10 15 

Met Met Thr Ala Cys Gin Gly Val Gly Gly 20 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23: 

( i ) S EQUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure M) 

(C) STRANGFORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid - ; - s 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 

Ala Thr Leu Glu Glu Met Met Thr Ala Cys Gin Gly Val Gly Gly -*o 
15 10 15 

Pro Gly His Lys Ala Arg Val Leu Ala Glu 

20 25 45 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 24: 

50 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

( C ) STRANGFORM : 55 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

60 



r»5 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24: 

Gin Gly Val Gly Gly Pro Gly His Lys Ala Arg Val Leu Ala Glu 
1 5 10 15 

Ala Met Ser Gin Val Thr Asn Ser Ala Thr 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 25: 

( i ) S EQUENZ KENNZEI CHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25: 

Arg Val Leu Ala Glu Ala Met Ser Gin Val Thr Asn Ser Ala Thr 
15 10 15 

lie Met Met Gin Arg Gly Asn Phe Arg Asn 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 26: 

( i ) S EQUENZ KENNZEI CHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26: 

Thr Asn Ser Ala Thr lie Met Met Gin Arg Gly Asn Phe Arg Asn 
15 10 15 

Gin Lys Lys Thr Val Lys Cys Phe Asn Cys 

20 25 



34 



DE 197 27 943 A I 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 27: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM : 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Pep t id 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 27: 

Gly Asn Phe Arg Asn Gin Lys Lys Thr Val Lys Cys Phe Asn Cys 
15 10 15 

Gly Lys Glu Gly His lie Ala Lys Asn Cys 

20 25 



to 



15 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 28: 

( i ) S EQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 28: 

Lys Cys Phe Asn Cys Gly Lys Glu Gly His lie Ala Lys Asn Cys 
1 5 10 15 

Arg Ala Pro Arg Leu Lys Gly Cys Trp Lys 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 29: 

50 

( i ) S EQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 2 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

( C ) STRANGFORM : 55 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

GO 



35 



^DE 197 27 943 A I 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: S£Q ID NO: 29: 



lie Ala Lys Asn Cys Arg Ala Pro Arg Leu Lys Gly Cys Trp Lys 
1 5 10 15 

Cys Gly Lys Glu Gly His Gin Met Lys Asp 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 30: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 27 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 30: 

Lys Gly Cys Trp Lys Cys Gly Lys Glu Gly His Gin Met Lys Asp 
15 10 15 

Cys Thr Glu Arg Gin Ala Asn Phe Leu Gly Lys lie 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 31: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

( B ) ART : Aminosaure 

(C) STRANG FORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 31: 

Gin Ala lie Ser Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp Val Lys Val lie 
1 5 10 15 



36 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 32: 

( i ) S EQUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 11 Aminosauren 

( B ) ART : Aminos aure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 32: 

lie Ser Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp Val Lys 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 33: 

( i ) S EQUENZ KENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 33: 

lie Asn Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His Pro Val His 
15 10 15 

40 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 34: 

{ i ) S EQUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE : 11 Aminosauren 45 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

so 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 34: 

55 

Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His Pro 
1 5 10 

60 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ^^O: 35: 



( i ) SEQUENZKEMN2EICHEN : 

(A) LANGE: 15 Aminos aur en 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Pep t id 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 35: 

lie Arg Gin Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg 
15 10 15 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 36: 

( i ) S EQUENZ KENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 11 Aminosauren 

( B ) ART : Amino s aur e 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 36: 

Gin Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val 
15 10 



Patent a nspruchc 

1. Verfahren zur Diagnose oincr TTIV-Inl'ektion miiicls cincs Immunoassays durch den spe/.ilisehen Nachwcis von 
p24-Aniigen von TIIVl . TIfVl-SuhO und/odcr p26- Antigen von ITIV2. mindcsicns einein Antikorper gegen den 
env-Bcreich von TIIVL IIIVl-SuKO und/odcr IIIV2 und mindestens einetu Anlikorpcr gegen den pol- und/odcr 
gag-Bereich aus TIIVL ITIVl-SubO und/odcr IIIV2. 

2. Verfahren naeh Ansprueh L dadureh gekenn/eiehnet. daB der Nachwcis der ITIV-Intcktion millcls cincs hetero- 
genen Immunoassays erfolgt. 

3. Verfahren nach Ansprueh 1 odor 2 dadureh gekenn/.eichnet. dati fur den Nachwcis mindcsicns cin Rezeptor RL 
der mil dem p24-Antigen von TIIVL TTIVl-SuhO und/odcr dem p26-Aniigen von TUV2 spe/.ilisch bindetahig ist 
und an cine 1 -est phase gebunden ist oder gebunden werden kann. 

mindcsicns cin Re/.eptor R2. der mit dem p24-Antigen von ITIV1. ITIVl-SubO und/odcr dem p2(>-Antigen von 
IIIV2 spe/.ilisch bindetahig isi und cine Markierung iriigi. wohci die von Rl und R2 crkanmcn Hpitopc verschieden 
sind. 

mindcsicns cin Re/.cptor R3. der mil dem zu bcsiimmcndcn. gegen cin Aniigcn aus dem env-Bcreich gcrichtctcn 
ITIV1-. TTIVl-SubO und/odcr TIlV2-Antikorper spezilisch bindefahig ist und an cine 1 -"est phase gebunden ist oder 
gebunden werden kann. 

mindcsicns cin Rc/cpior R4. der mil dem /.u bcsiimmcndcn. gegen cin Antigen aus dem env-IJereich gerichlclcn 
IIIVI-. ITIV1 -SuhO uml/oder III V2- Antikorper spe/.ilisch bindetahig isi und cine Markierung tragi, 
mindcsicns cin Rezeptor R5, der mit dem zu bcsiimmcndcn. gegen cin Antigen aus dem pol- <xlcr gag-Bereich gc- 
richtctcn NIV1-, ITIVl-SubO uml/oder IT[V2-Aniikorper spe/.ilisch bindetahig ist und an cine Fcsiphusc gebunden 
isi oder gebunden werden kann. 

mindcsicns cin Rc/.cptor Ro. tier mit dem /.u bcsiimmcndcn. gegen cin Antigen aus item pol- oder gag-Bcreich gc- 
richicten IHV1-. TITVI-SubO uml/oder IITV2-Antikorper spe/.ilisch bindetahig isi und cine Markierung tragi, cin- 
gescizi werden. gcgcbcncn falls Trennung der lesien von der llussigcn lliase und Bcstimmung der Markierung in ei- 
ner tier beiden Phascn. 

4. Verfahren nach Ansprueh 2 oder 3 dadureh gckcnn/.cichnct. daB die Rezepioren R 1 und R2 mil dem p24-Antigen 
von IIIVI spe/.ilisch bimlclahig sind. ttic Rezeptorcn R3 und R4 mil dem zu bcsiimmcndcn. gegen cin Antigen aus 
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dot u env-Bereieh gerichicien ITWI-Amikorpcr spe/.ilisch bindelahig siml und die Ko/epioren R5 unit R6 mil doni 
/u bcsiimmcndcnrgcgen oin Ami iron aus dem gag- odor pol- Bercich gerichicien TTTV1 -Aniikorper spo/ihsch bin- 
dofahig sind. 

5. Vorfahron nach Anspruch 3 odor 4 dudurch gckcnn/cichnct. datf die Rc/opioron R5 und R6 mil doni y.u besiim- 
mondon. gegen oin Aniigon aus doni pol- Bercich gerichicien ITIV1 -Aniikorper spe/.ilisch bindelahig siml. 5 

6. Vorfahron nach cincm dor Anspriieho 3 bis 5 dudurch gokonn/.oichnol. datf die Rc/.cpiorcn R5 und R6 mil gogon 
die TTIV-Reverse Transkriptasc gorichioion Aniikorpcrn spe/iliseh bindofahig sind. 

7. Vorfahron nach eincm dor Ansprucho 3 bis 5 dadurch gekenn/oichnci. datf die Re/opioren R5 und R6 mil gegen 
das gag-p!7-Aniigen gorichioion Aniikorpcrn spe/.ilisch bindelahig sind. 

8. Vorfahron nach eincm dor Ansprucho 1 7 dadurch gckonn/oichnoi. dati auch cine rnfeklion mil IITVl-Subiyp O io 
del ok lion wird. 

9. Vorfahron nach eincm dor Ansprucho 1 8 dadurch gekennzeiehnei, daB auch eine [nfektion mil alien TTTVt-Sub- 
l y pe n t tor G ru ppc M de I e k I ie rl wi rd . 

10. Vorfahron nach eincm dor Anspriieho 1 9 dadurch gokonn/.oichnol. daB die Re/.optoren Rl und R2 joweils Ge- 
mischo aus versehicdenen Re/eptoren sind, die umersehicdliehe Hpiiope dos p24-Aniigens von TIIV1, inVl-SubO 15 
unit/odcr unicrschicdlichc Hpiiope des p26-Antigens von ITIV2 erkonnon. 

11. Vorfahron /.um Nachwois von Aniikorpcrn gegen IIIV dadurch gekenn/eichnet, daB mindestons oin Ro/epior 
R3. tier mil dem y.u besiimmondon. gogon oin Aniigon aus dom onv-Boroich gerichicien TTTV1-. IITVl-SubO und/ 
odor T II V2- Aniikorper spe/.ilisch bindolahig isi und an cine 1 -est phase gebundon isi oder gebunden werdon kann, 
mindosiens ein Re/.eptor R4, dor mil dem /u besiimmondon, gegen oin Aniigon aus dom on v- Bercich gerichicien 20 
ITTVI-, TnVl -SuhO umt/oder I TTV2- Am ikoqxr spe/.ilisch bindofahig isi und cine Markierung iragl. 

mindosiens ein Re/.epior R5, dor mil dem y.u besiimmendon, gegen ein Aniigon aus doni pol- odor gag-Bercich ge- 
richicien TIIV1-, TI 1 Vl-SubO und/oder I II V2- Aniikorper spe/.ilisch bindellihig isi und an eine Fesi phase gebunden 
isi oder gebunden werdon kann. 

mindosiens ein Re/.epior R6, dor mil dem /.u besiimmendon. gogon ein Aniigon aus dom pol- odor gag-Bercich go- 25 
riehieien TTIV1-. TTIV 1-SubO und/oder II[V2-Aniikorper spe/ilisch bindelahig isi und cine Markierung irugi.einge- 
sei/t werdon. gcgcbencnfalls Trcnnung der-lesien von dor IKissigen Phase und Beslimmung dor Markierung in cincr 
der boiden Phasen. 

12. Monoklonale Aniikorper gegen IIIV I p24- Aniigon. die die p24-1:piiope gemaB SliQ TD NO: 1 36 spe/.ilisch 
bindon. - 50 

13. Monoklonale Aniikorper gegen TTIVl p24-Aniigen. die die p24-1:pitope gemaB Sl-Q ID NO: 3. 9, 17. 31 odor 
34 spc xi I i so h b i m le n . 

14. Monoklonale Aniikorper Meson TTF V 1 p24-Aniigen. die von den Zcllinien MAK<p24>M-6A9/5 (Ilinterle- 
gungsnr. DSM ACC23 10). M/\K<p24>M-4B 1/1 (Ilinterlegungsnr. DSM ACC2299), M A K<p24> M- 61)9/ 4 (Tlin- 
tcrlcgungsnr. DSM A(X:2300). odor MAK<p24>M-2H7/3 (ITinierlegungsnr. DSM ACC2301 ). produ/.icrt werdon. as 

15. Monoklonale Aniikorper gegen TITV1 p24-Antigen. die in iiquivalonter Woise an p24 bindon wio die monoklo- 
nalon Aniikorper, die von den Zellinien M/\K<p24>M-6A9/5 (ITinterlegungsnr. D SM A(X'23 10), MAK<p24>M- 
4B l/l (TTintorlegungsnr. DSM AGC2299). MAK<p24>M-6D9/4 (Tlinterlegungsnr. DSM ACC2300). oder 
MAK<p24>M-2H7/3 (ITinierlegungsnr. DSM ACC2301 ), produ/.iert werdon. 

16. Monoklonale Aniikorper gegen TIIV1 p24- Antigen, die an die gleichen Hpiiope bindon wie die monoklonalen 40 
Aniikorper, die von den '/ellinien MAK<p24>M-6A9/5 (ITinierlegungsnr. DSM A('C23K». MAK<p24>M-4B 1/1 
(riiniorlogungsnr. DSM ACG2299), MAK<p24>M-6D9/4 (Tlinierlogungsnr. DSM A(X'23<X», oiler 
MAK<p24>M-2H7/3 (ITinierlegungsnr. DSM A( V2301 ). produzicrl werdon. 

1 7. Verwendung mindosiens einos monoklonalen Aniikorpers gemaB eincm dor Ansprucho 1 2 bis 16 in eincm dia- 
gnoslischen Test /.um Nachweis cincr TIT V-fnfekiion. 4> 

18. Verwendung mindosiens einos monoklonalen Aniikorpers gemaB eincm dor Anspriieho 12 bis 16 in einom dia- 
gnoslischen Test in einem Vorfahron gemaB Anspruch 1 bis 10 /.um Nachweis cincr TTTV-Infeki ion. 

] 9. Rcagenzienkit /um Nachweis cincr III V-Infcklion, cnthallend mindostons oinon Re/.eplor R 1 . dor mil dem p24- 
Antigen von TIIV1, IITVl-SubO und/oder dem p26-Antigen von ITIV2 s|xv.ihsch bindelahig isi und an eine Fesi- 
phase gebundon isi cxler gebunden werdon kann. - M) 
mindosiens oinon Rc/optor R2, dor mil dom p24-Aniigen von ITTV1. ITIVl-SubO uml/odcr dom p26- Aniigon von 
TITV2 spe/.ilisch bindelahig ist und cine Markierung tragi, wobci die von Rl und R2 orkanntcn Hpiiope verschiedon 
sind, 

mindosiens oinon Re/.epior R3. tier mil dem y.u besiimmendon. gegen ein Antigen aus dem onv-liercich gorichioion 
ITIVI-, IITVl-SubO- und/(xlor TTIV2-Aniikdqxr spc/ilisch bindofuhig isi und an cine Tesiphase gebunden isi cxler 55 
gebundon werdon kann. 

mindosiens oinon Re/.epior R4. dor mil dom y.u besiimmendon. gogon ein Aniigon aus dem env-Bercieh gerichicien 
TTIV1-. inVl-SubO- und/oder THV2-Anlikorper spe/.ilisch bindelahig isi und cine Markierung tragi, 
mindosiens oinon Re/cptor R5, dor mil dom /.u besiimmendon. gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bercich 
gerichicien TIIV1-. IHVl-SubO- uml/o<ler ITIV2-Aniikorper s|xv.iirsch bindelahig ist und an eine Fesiphase gebun- «) 
den ist oder gebunden wen ten kann. 

mindosiens oinon Re/.eplor R6, dor mil dem /.u bcsiimmenden. gegen ein Antigen aus item pol- oder gag-Bercich 
gerichicien ITTVI-. TUVl-SubO- umlAxler III V2- Aniikorper s|xv.ilisch bindelahig isi und eine Markierung iragl. so- 
wi e gegebene n fa 1 1 s wei I ere u b I ichc 11 i 1 fsstol Ve . 

20. Roagcn/icnkii gcmaU Anspruch 19 tladurch gckcnn/eichnol. ttaB als Rc/.cptoren Rl und R2 die Aniikorper. ilie 65 
von den /.ellinien^ MAK<p24>M-6A9/5 (ITinterlegungsnr. DSM A( , ( , 23lO). MAK<p24>M-4Bl/l (ITinierle- 
gungsnr. DSM A(V2299). MAK<p24>M-6D9/4 ( ITinierlegungsnr. DSM A(X*23(>0). oiler MAK<p24>M-2H7/3 
(ITinierlegungsnr. DSM A(X'230I ). pr<xlu/ieri wertten. cingosot/.t werdon. 
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lens cincn Rc/.epior Rl. der mil dem p24-Anm^mv< 



21 . Teslsireiton, enihahend mmHPsicns cincn Rc/cpior Rl. der mil dem p24-AniirHrvon ITIV1. MTVl-SubO unil/ 
oder dem p2(w\nligcn von FUV2 spc/.ilisch bindelahig isi und an cine leslphase gcbunden isi odcr gcbunden wer- 
den kann. 

mindcsicns cincn Re/.cpior R2. der mil dem p24-Anligcn von ITIVI, TTIVI-SubO umlAxler dem p26- Antigen von 
5 T IT V2 spc/.ilisch bindelahig isi um! cine Markicrung tragi, wobei die von Rl und R2 erkannien lipiiopc verschieden 

sind. 

mindestens cincn Re/epior R3. der mil deiu zu beslimmendcn. gegen cin Antigen aus dem env-Bereich gerichieien 
FFFV1-, TllVI-SubO- und/<xlcr TTlV2-Anlikorpcr spc/.ilisch bindelahig isi und an cine I'esiphasc gcbunden isi odor 
gehunden werden kann. 

io mindcsicns cincn Re/epior R4. der mil dem zu bcslinuucnden. gegen cin Aniigen aus dem env-Bereich gerichieien 

FFFV1-. THVl-SubO- untt/odcr FFFV2-Aniikorper spc/.ilisch bindelahig isi und cine Markicrung iriigi, 
mindcsicns cincn Rc/.eptor R5, iter mil dem /.u hcsiimnicndcn. gegen cin Aniigen aus dem pol- oder gag-Bereich 
gerichieien FFFV1-. THVl-SubO- und/odcr FTFV2-Amikorper spc/.ilisch bindelahig isi und an cine T : csi phase gcbun- 
den ist cxier gcbunden werden kann. 

is mindcsicns cincn Rc/eplor R6. der mil dem zu bcslinuucnden. gegen cin Aniigen aus dem pol- odor gag-Bcroich 

gerichieien ITFV1- undAxtcr TTrV2-Aniikorper spc/.ilisch bindelahig isi und cine Markicrung iriigi. sowic gegebc- 
ncnlalls vvciiere ubliehc TTiltsstolVc. 
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